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La correlación in vitro – in vivo, es el establecimiento de un modelo matemático predictivo 
que describe la relación entre una característica del perfil de liberación in vitro y una 
respuesta in vivo, generalmente en términos del comportamiento farmacocinético, esta 
correlación puede ser una valiosa herramienta en el diseño de medicamentos. El objetivo 
de esta investigación fue determinar si existe una correlación in vitro – in vivo para 
micropartículas de policaprolactona cargadas de 6-metilcumarina (6MC). En términos del 
sistema de clasificación biofarmacéutica, 6MC se cataloga dentro de la clase II debido a 
su baja solubilidad respecto a la dosis y alta permeabilidad encontrada experimentalmente. 
Diferentes formulaciones de micropartículas fueron preparadas por el método de emulsión 
– evaporación del solvente modificando el peso molecular de PCL y utilizando el cloruro 
de sodio como agente porogénico. Los perfiles de liberación fueron evaluados mediante 
un ensayo desarrollado en este trabajo de tesis, que permitió diferenciar la velocidad de 
liberación de 6MC desde los sistemas micropartículados obtenidos. El perfil de liberación 
de las micropartículas desarrolladas presentaron un ajuste moderado a los modelos 
descritos por Higuchi y Korsmeyer – Peppas y un mayor grado de ajuste al modelo descrito 
por Gallagher. 
 
Los parámetros biofarmacéuticos y farmacocinéticos fueron determinados después de la 
administración por vía oral e intraperitoneal de 6MC libre, utilizando ratas como modelo 
animal. Se observó una rápida absorción y una rápida eliminación así como un volumen 
de distribución elevado que indica una amplia biodistribución. Adicionalmente se identificó 
la cumarina como el principal metabolito.  
 
Aquellas micropartículas que presentaron velocidades de liberación lenta, moderada y 
rápida fueron administradas por vía oral en ratas, observándose un aumento del área bajo 
X  
 
la curva del perfil plasmático y por lo tanto mejorando la biodisponibilidad cuando se 
administra 6MC microencapsulada. Los modelos de correlación in vitro – in vivo de 6MC 
desde micropartículas de PCL fueron desarrollados en el nivel C, encontrando errores de 
predictibilidad menores al 10 %.  
La importancia e impacto de este trabajo radica en que es el primer reporte del desarrollo 
de la CIVIV de micropartículas de PCL administradas por vía oral. 
Palabras clave: Correlación in vitro – in vivo, Farmacocinética, Permeabilidad, 








The in vivo-in vitro correlation (IVIVC) is a predictive mathematic model that describe the 
relationship between one characteristic of the delivery profile in vitro and one parameter of 
the in vivo response, usually related to the pharmacokinetic behavior. This correlation can 
be an important tool in the pharmaceutical dosage forms design. The aim of this research 
was to develop an in vivo-in vitro correlation for polyprolactone (PCL) microparticles loaded 
with 6-methylcoumarin (6MC). For the biopharmaceutical classification system, 6MC could 
be classified as class II, due to the low solubility and high permeability found 
experimentally. Different microparticles formulations were prepared by the emulsion-
evaporation method modifying the molecular weight of the PCL and by using the sodium 
chloride a porogenic agent. The release profiles were evaluated through a developed 
dissolution assay that allowed noticing the difference on the dissolution rate for the obtained 
microparticulate systems. The release profile from the development microparticles showed 
a moderate fit to the Higuchi and Korsmeyer – Peppas models and a high fit degree to the 
Gallagher model. 
The biopharmaceutical and pharmacokinetic parameters of 6MC in rats, were determined 
after orally and intraperitoneal administration. It was found a rapid absorption and 
elimination as well as a high distribution volume indicating an extensive biodistribution. 
Additionally, it was identified coumarin as the main 6MC metabolite. Those microparticles 
with slow, moderate and fast dissolution rate were administered orally in rats, showing an 
increase of the 6MC area under the curve of the plasmatic profile.  
The in vitro – in vivo correlation models of 6MC from PCL microparticles were development 
at C level, finding predictability error less that 10 %.  
The importance and impact to this work is that, this is the first report of the development of 
IVIVC of PCL microparticles administered orally.  
 
Keywords: in vitro – in vivo correlation, pharmacokinetics, permeability, 
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La administración de medicamentos por la vía oral es la más frecuentemente utilizada, ya 
que se considera la más efectiva, segura y conveniente para la comodidad del paciente. 
La comprensión de los factores que influyen en los procesos cinéticos que ocurren luego 
de la administración, conocidos como LADME (Liberación Absorción, Distribución, 
Metabolización y Eliminación), pueden ser un aspecto importante para dirigir el proceso de 
desarrollo de fármacos (Griffin y O´Dricoll, 2008), considerando que una vez es 
administrado el medicamento por esta vía, los principios activos tienen que ser absorbidos 
desde el sitio de administración hasta la circulación sistémica, para luego distribuirse a 
todos los órganos y tejidos del cuerpo con el fin de producir su efecto farmacológico 
(Hedaya, 2007). 
 
Cuando un fármaco es administrado por vía oral, sufre una serie de procesos desde que 
es liberado de la forma farmacéutica hasta que es absorbido. Dependiendo del tipo de 
sistema de entrega del fármaco (SENF) que se tenga, los eventos pueden ser diferentes, 
específicamente en la etapa de la liberación. Para el caso de un producto de liberación 
inmediata, primero se da la desintegración en gránulos o agregados; a continuación estos 
gránulos se rompen y originan partículas individuales, las partículas del fármaco entran en 
solución. Para un sistema de liberación controlada, las etapas de desintegración y 
disgregación no se presentan de manera convencional y la liberación del activo se da 
mediante diferentes mecanismos dependiendo del tipo de producto. Una vez el fármaco 
ha sido liberado del sistema correspondiente, después de un proceso de disolución, este 
queda en solución teniendo así la posibilidad de ser absorbido, después de un proceso de 
permeación y conducción hacia la circulación sistémica (Amidon et al., 1995; Löbenberg y 
Amidon, 2000). 
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Se resalta entonces la disolución como uno de los procesos definitivos en la absorción de 
un fármaco, lo que permite inferir qué los ensayos de disolución in vitro, en las condiciones 
más cercanas posibles a lo que sucede in vivo, constituyen una herramienta fundamental 
para predecir lo que sería el comportamiento de un medicamento una vez este es 
administrado. Este es el fundamento de las correlaciones in vitro- in vivo (CIVIV), que se 
han constituido en una valiosa herramienta de predicción con utilidad durante el desarrollo 
de productos farmacéuticos y, llevando a que los ensayos de disolución sean considerados 
para otras aplicaciones diferentes a la del control de calidad de los medicamentos 
(Banakar, 1992). 
 
En lo referente al diseño de medicamentos, en la etapa de preformulación mediante 
estudios de disolución, es posible escoger los excipientes apropiados para el medicamento 
y en la fase final del diseño del producto, los estudios de disolución in vitro pueden 
emplearse en algunos casos como sustitutos de los ensayos de biodisponibilidad, así como 
en la selección de formulaciones candidatas para un producto farmacéutico (Dressman et 
al., 1998). 
 
La CIVIV ha sido desarrollada en los últimos años principalmente para formulaciones de 
liberación modificada, generalmente en tabletas, como es el caso de tabletas de liberación 
prolongada de glipizide (Ghosh et al., 2008). De igual manera, se han realizado estudios 
de CIVIV de sistemas de liberación modificada, como liposomas (Hühn et al., 2010), 
micropartículas preparadas con polímeros como Eudragit® (Alhnan et al., 2011), 
PLA/PLGA (Blanco-Príeto et al., 2004), además de otros sistemas como implantes 
biodegradables (Schliecker et al., 2004). 
 
Para el caso de sistemas micropartículados se ha reportado, por ejemplo, en microesferas 
de PLGA cargadas con Huperizina, un alcaloide aislado de Huperzia serrata, 




estableció que existe una CIVIV de tipo lineal entre la fracción absorbida y el porcentaje 
de disolución determinado in vitro. De igual forma, se encontró una correlación lineal entre 
el porcentaje de ABC (Área Bajo la Curva) con relación al tiempo medio de disolución, en 
las formulaciones evaluadas con diferentes velocidades de disolución. Con base en los 
resultados obtenidos, se propone a la CIVIV como una herramienta importante en el diseño 
de formulaciones de tipo micropartículado (Chu et al., 2006). 
 
Aunque existen estudios donde se muestra la aplicación del establecimiento de la CIVIV 
para sistemas micropartículados cargados con diferentes fármacos, estos estudios se han 
centrado en la administración de las micropartículas por vía parenteral (intravenosa, 
intramuscular, o subcutánea) (Shen y Burgess, 2015), y es poca la información que se 
encuentra para este tipo de sistemas administrados por vía oral. 
 
Por otro lado, la 6-metilumarina (6MC) es un compuesto de interés para nuestro grupo de 
investigación ya que ha presentado efectos antiinflamatorios, en modelos como el edema 
plantar inducido por carragenina en ratas y en la bolsa de aire inducida por zimosán en 
ratas (Vergel, 2010). Adicionalmente, se realizó un estudio de biodistribución de 6MC en 
animales de laboratorio, que permitió de conocer que la distribución de 6MC es 
principalmente en órganos de ata irrigación sanguínea (Hernández et al., 2014). 
 
Es así como, para el presente trabajo se estableció la siguiente hipótesis: Existe 
correlación entre el perfil de liberación in vitro y el perfil plasmático in vivo de 6-
metilcumarina a partir de micropartículas elaboradas con un polímero biodegradable, en 
roedores de laboratorio. 
 
Para confirmar esta hipótesis se plantearon los siguientes objetivos: 
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Estudiar la posible correlación in vitro - in vivo de un sistema micropartículado de un 
polímero biodegradable cargado con 6-metilcumarina.  
 
Objetivos Específicos 
 Desarrollar y estandarizar la metodología para la obtención de micropartículas de 
un polímero biodegradable cargadas con 6-metilcumarina. 
 Desarrollar e implementar la metodología para la obtención de perfiles de disolución 
del sistema micropartículado desarrollado. 
 Evaluar el efecto de la microencapsulación sobre algunos parámetros 
biofarmacéuticos y farmacocinéticos de 6-metilcumarina en animales de 
laboratorio.  
 
Para lograr el cumplimiento de los objetivos, se desarrolló el trabajo en diferentes etapas, 
todas conllevan a obtener los datos necesarios para establecer la posible CIVIV, como se 
muestra esquemáticamente en la figura I. Se propuso un sistema micropartículado de un 
polímero biodegradable PCL cargado de 6MC y se evaluaron los perfiles de disolución de 
los sistemas micropartículados propuestos. De igual manera, se determinaron los perfiles 
de concentración plasmática en animales de laboratorio después de la administración oral 







Figura I. Etapas estudiadas para el desarrollo de la correlación in vitro – in vivo. 
 
 
Finalmente, el desarrollo de esta investigación se convirtió en un nuevo campo de acción 
dentro del grupo de “Sistemas de liberación de moléculas biológicamente activas”, qué 
permitió la creación de alianzas con grupos a nivel internacional de gran importancia para 
futuras investigaciones. Adicionalmente, el inició de estudios en el campo farmacocinético 
ha permitido proponer nuevos proyectos de investigación que se encuentran en desarrollo, 
la implementación de ensayos de permeabilidad con el modelo PAMPA (Parallel Artificial 
Membrane Permeability Assay) el cual se encuentra en funcionamiento, permitiendo abrir 





1. Solubilidad y Permeabilidad de 6-
metilcumarina. 
 
 Aspectos Teóricos. 
 
Durante la etapa de investigación y desarrollo es importante la caracterización 
biofarmacéutica de compuestos con potencial aplicación farmacéutica. 
 
La biofarmacia, puede ser entendida como la interdependencia de los aspectos biológicos 
del organismo vivo (paciente), y las propiedades fisicoquímicas que gobiernan la 
preparación y desempeño de un agente medicinal o producto farmacéutico. Dentro de las 
propiedades fisicoquímicas más relevantes que afectan el comportamiento de un fármaco 
dentro del organismo se encuentran la solubilidad y la permeabilidad (Barbour y Lipper, 
2008). 
 
1.1.1 Sistema de Clasificación Biofarmacéutica. 
 
El sistema de clasificación biofarmacéutica fue originalmente propuesto basado en que la 
absorción de un fármaco desde el tracto gastrointestinal (TGI) es principalmente 
gobernado por la difusión pasiva de este (Barbour y Lipper, 2008). 
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Existen diferentes factores fisiológicos que influyen en la absorción intestinal, pero esta es 
controlada fundamentalmente por dos factores propios del fármaco: 1) La solubilidad o 
velocidad de disolución (que determinan la velocidad a la cual un fármaco alcanza su 
concentración máxima en los fluidos intestinales) y 2) La permeabilidad, que está 
relacionada con la velocidad a la que un fármaco disuelto atraviesa la pared intestinal y 
entra en la circulación sistémica (Amidon et al., 1995). 
 
El sistema de clasificación biofarmacéutica (SCB), propuesto por Amidon et al., 1995, 
permite dividir los fármacos en cuatro clases, de acuerdo a sus propiedades de solubilidad 
acuosa y permeabilidad intestinal. 
 
Clase I: Fármacos con alta solubilidad y alta permeabilidad. Se considera que un 
fármaco de esta clase es bien absorbido y que el factor limitante para la absorción es la 
liberación a partir de la forma farmacéutica o el vaciado gástrico, en caso en el que la 
disolución sea rápida. 
 
Clase II: Fármacos con baja solubilidad y alta permeabilidad. La disolución in vivo 
es el factor que controla la absorción oral, que normalmente es menor a la obtenida con 
fármacos de clase I. 
 
Clase III: Fármacos con alta solubilidad y baja permeabilidad. Para estos fármacos 
la permeabilidad es el factor limitante de la absorción intestinal. 
 
Clase IV: Fármacos con baja solubilidad y baja permeabilidad, los fármacos de este 
grupo tendrían problemas para la administración oral. 
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Una extensión del SCB incluye una subclasificación en ácido (a), base (b) y neutro (c) de 
acuerdo al pKa del fármaco, para aquellos grupos donde la solubilidad es baja es decir los 
de clase II y IV (Tsume et al., 2005). 
 
Por lo tanto, determinar los perfiles de solubilidad (en diferentes pHs) y las propiedades de 
permeabilidad de los fármacos puede aportar importante información sobre la absorción 
oral. De esta forma, el conocimiento y utilización de los parámetros considerados por el 
SCB durante el descubrimiento y desarrollo de nuevos productos farmacéuticos puede 
verse representado en la reducción de gastos y tiempo. Adicionalmente, este SCB puede 
representar una herramienta regulatoria importante, que posibilita la sustitución de 
determinados estudios de bioequivalencia por ensayos de disolución in vitro, reduciendo 
así la exposición de voluntarios sanos a fármacos en desarrollo (Lennernas y 
Abrahamsson, 2005). 
 
Como se ha dicho, los principales factores que dominan la absorción intestinal son la 
solubilidad y la permeabilidad intestinal, es importante entonces, conocer los factores que 




La solubilidad en términos cuantitativos se define como la concentración de soluto en una 
solución saturada a cierta temperatura, siendo una solución saturada aquella en la que el 
soluto está en equilibrio con la fase sólida. Cualitativamente puede definirse como la 
interacción espontánea entre dos o más sustancias para formar una dispersión molecular 
homogénea. Esta propiedad depende de características físicas y químicas del soluto y del 
solvente, además de factores como la temperatura, presión y pH, entre otros (Sinko, 2006). 
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La solubilidad, es una de las propiedades más influyentes en la biodisponibilidad, ya que 
para que un fármaco sea absorbido este debe estar soluble o disuelto. Además, la 
solubilidad juega un papel importante en el proceso de disolución, de acuerdo a la ecuación 
de Noyes - Whitney. Por lo cual es importante su estudió para fármacos o medicamentos 
en desarrollo (Wei-Qin, 2008). 
 
Las definiciones de alta y baja solubilidad son relativas, y dependen de la dosis terapéutica 
esperada y de la potencia del fármaco. Como regla general, una molécula con potencia 
moderadas (dosis 1mg/kg) debe presentar un valor de solubilidad aparente de al menos 
0,1 g/L para que sea adecuadamente soluble. Si una molécula de la misma potencia 
presenta una solubilidad menor de 0,01 g/L, entonces puede ser considerada como poco 
soluble (Faller y Ertl, 2007).  
 
EL SCB considera un fármaco como altamente soluble si a la mayor dosis terapéutica este 
es soluble en un volumen de 250 mL en un intervalo de pH de 1.0 – 7.5. Adicionalmente, 
según la FDA, para que un fármaco sea clasificado en la clase I del SCB, es necesario que 
el fármaco se disuelva en un 85% o más en 30 min para garantizar su bioequivalencia 
(FDA, 2002). 
 
Según la EMEA, un fármaco es altamente soluble si la dosis más alta administrada desde 
una formulación de liberación inmediata se disuelve completamente en 250 mL de medios 
en un rango de 1.0 a 6.8 a 37 ± 1°C. Se requiere un estudio en al menos tres soluciones 
buffer en ese rango de pH y también pKa, si este se encuentra dentro del rango especificado 
anteriormente (EMEA, 2010). 
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1.1.3  Determinación de la Solubilidad. 
 
El método más común para determinar la solubilidad en equilibrio, es el método de 
agitación rápida. Este método consiste en colocar una cantidad en exceso del material en 
estado sólido a equilibrar, en un vial o frasco, con el medio (solvente). El vial es colocado 
bajo agitación constante a temperatura controlada, la cantidad de fármaco disuelto es 
determinada en diferentes intervalos de tiempo por análisis del sobrenadante. Se 
considera que se alcanza el equilibrio cuando la concentración no cambia 




Una vez el fármaco es liberado desde la forma farmacéutica y es disuelto en los fluidos 
gastrointestinales, este queda disponible para ser transportado a través de la mucosa 
intestinal. La permeabilidad, es una propiedad que determina la velocidad a la cual un 
fármaco disuelto pasa a través de la pared intestinal e ingresa a circulación sistémica. Es 
un proceso cinético complejo y depende tanto de propiedades fisiológicas del individuo 
como de propiedades fisicoquímicas del fármaco, así como propiedades biofisicoquímicas 
de la barrera gastrointestinal (Fagerholm, 2007; Matsson et al., 2005; Karalis et al., 2008).  
 
La permeabilidad intestinal ocurre principalmente en la región del intestino delgado y es un 
proceso complejo, el cual puede ocurrir por difusión pasiva transcelular, transporte activo 
mediado por transportadores, transporte paracelular y endocitosis (Figura 1-1). 
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El transporte pasivo (o difusión) transcelular o paracelular, es la ruta de permeación más 
común descrita para los fármacos y ocurre en el interior de los enterocitos sin gasto 
energético. El movimiento de moléculas depende del gradiente de concentración al lado y 
lado de la membrana intestinal, la difusión pasiva ocurre de una región de alta 
concentración a una de baja concentración siendo generalmente los compuestos lipofílicos 
aquellos que son absorbidos por difusión pasiva a través del epitelio intestinal (Fagerholm, 
2007; Matsson et al., 2005; Artursson et al., 2001; Balimane et al., 2000).  
 
El transporte mediado por transportadores (Transporte activo), es un proceso que involucra 
el consumo energético; este puede ocurrir por unión a transportadores de membrana o por 
difusión facilitada. Fisiológicamente, este transporte activo ocurre para promover la 
absorción de nutrientes y sustancias relacionadas con alimentos como son péptidos, 
aminoácidos, carbohidratos, vitaminas etc. En la difusión facilitada se encuentran 
involucrados transportadores tipo proteína de membrana. Este proceso no requiere gasto 
energético, y ocurre también en función de la concentración. Por otra parte, el transporte 
activo, es aquel que involucra transportadores de membrana, en este caso las moléculas 
son transportadas en contra del gradiente de concentración. Este proceso involucra 
proteínas de unión a membrana que se unen reversiblemente a un sitio específico de un 
soluto. Dentro de los transportadores de membrana descritos se encuentran las bombas 
de eflujo, tales como glicoproteína –P (P-gp), las cuales se encuentran localizados en la 
región apical de los enterocitos actuando como una protección del organismo contra los 
xenobióticos, lo cual puede limitar la absorción a nivel intestinal (Fagerholm, 2007; Matsson 
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Figura 1-1 Mecanismos de transporte de fármacos. 
 
Adaptada de (Cao et al., 2008). 
 
Por otro lado, la presencia de enzimas intestinales puede estar involucradas en el 
metabolismo de fármacos en la pared intestinal, lo que también aporta a la eliminación de 
este antes de llegar a la circulación sistémica.  
 
Finalmente, la endocitosis que es la formación de una vesícula intracelular por la 
invaginación de la membrana plasmática y fusión de la membrana, también juega un papel 
importante en la absorción intestinal y puede subdividirse en pinocitosis, fagocitosis 
dependiendo del mecanismo y las moléculas que se absorben (Fagerholm, 2007; Matsson 
et al., 2005; Artursson et al., 2001; Balimane et al., 2000; Abdou, 1989). 
 
Al igual que para la solubilidad, diferentes entidades regulatorias de medicamentos han 
establecido cuales son los valores adecuados para poder catalogar un fármaco como de 
alta, mediana o baja permeabilidad. 
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La EMEA establece que un fármaco tiene una absorción completa si, este grado de 
absorción es superior al 85%. La absorción completa se asocia generalmente a alta 
permeabilidad y debe demostrada mediante ensayos en humanos (EMEA, 2010). Por otro 
lado, la FDA indica que es de alta permeabilidad si la absorción intestinal es al menos del 
90% (FDA, 2002).  
 
1.1.5 Determinación de la Permeabilidad. 
 
Existen diversos métodos disponibles para la determinación de la permeabilidad intestinal, 
entre ellos modelos fisicoquímicos, modelos in sillico, modelos in vitro (células, tejidos), 
modelos de perfusión in situ y modelos in vivo (Balimane et al., 2000). 
 
Durante el proceso de investigación y desarrollo de fármacos pueden usarse uno o más 
ensayos como herramienta de “screening” para la selección de potenciales fármacos. El 
éxito de cada uno de los ensayos en predecir la absorción de los compuestos a través de 
la mucosa intestinal depende de que tanto se logra mimetizar las características del epitelio 
intestinal humano (Balimane et al., 2000). 
 
Entre los modelos in vitro más reconocidos y utilizados por la industria farmacéutica están 
el ensayo PAMPA (Parallel Artificial Membrane Permeability Assay) y el modelo que 
emplea las células Caco 2. Los resultados de permeabilidad reportados por estos dos 
ensayos pueden ser correlacionados entre sí, y con los datos de absorción en animales y 
en humanos (Balimane et al., 2000). 
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Ensayo PAMPA (Parallel Artificial Membrane Permeability Assay).  
 
La utilización de membranas lipídicas para evaluar la permeabilidad surgió con la 
utilización de 2% de fosfolípidos disueltos en n-alcano, sobre una hoja de teflón, formando 
una película con exceso de lípidos. La parte central de la película quedaba óptimamente 
negra, formando una bicapa lipídica, que fue conocida como “Black Lipid Membrane”. A 
partir de este trabajo otras investigaciones surgieron intentando demostrar el paso de 
compuestos a través de esa membrana (Béduneau et al., 2014). 
 
Kansy et al., en 1998 relacionaron los valores de flujo de absorción humana con los valores 
obtenidos en el ensayo PAMPA. Este equipo de trabajo logró conseguir valores de 
permeabilidad muy cercanos a los obtenidos en ensayos Caco-2. Además de eso, 
consiguieron predecir adecuadamente la fracción absorbida in vivo, demostrando así la 
validez del modelo. Desde entonces múltiples reportes han sido publicados ilustrando de 
manera general la aplicación como herramienta de screening de alta eficiencia para 
evaluar la permeabilidad (Balimane y Chong, 2008). 
 
De manera general, como se observa en la figura 1-2, el ensayo utiliza dos compartimentos 
uno donor y otro aceptor que contiene soluciones amortiguadoras separados por un filtro 
hidrofóbico cubierto con una mezcla de fosfolípidos de lecitina disueltos en un solvente 
orgánico como dodecano, creando así una membrana lipídica que mimetiza el epitelio 
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Figura 1-2. Esquema simplificado de montaje del ensayo PAMPA.  
Adaptado de (Chen et al., 2008). 
 
El fármaco a ser evaluado debe estar disuelto en la solución amortiguadora y adicionado 
en el compartimento donor, pasando por difusión pasiva por la membrana lipídica, hacia el 
compartimento aceptor, de donde se tomaran alícuotas para ser cuantificada la 
concentración del fármaco a través del tiempo (Bergström et al., 2013; Kerns et al., 2004). 
 
El uso de microplacas de 96 pozos, junto con un lector de placas usando 
espectrofotometría, hace de este ensayo muy atractivo por su alto rendimiento como 
herramienta de screening. El ensayo PAMPA es menos laborioso, comparado con los 
ensayos que involucran cultivos celulares. Pero aparentemente pueden mostrar menos 
predictibilidad, ya que, como se ha mencionado, su composición es netamente lipídica por 
lo cual la evaluación de compuestos cuyo mecanismo de permeabilidad sea el transporte 
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Ensayo con células Caco-2. 
 
El modelo celular Caco-2, es el más caracterizado y usado por la industria farmacéutica 
para la determinación de la permeabilidad. 
 
La célula Caco-2 es una célula de adenocarcinoma humano de colón, que en condiciones 
normales de cultivo celular a largo plazo, es capaz de diferenciarse de manera espontánea 
a enterocitos como células polarizadas, con uniones estrechas bien establecidas, que se 
asemejan al epitelio intestinal humano (Balimane y Chong, 2008). 
 
Los primeros estudios en células Caco-2 mostraron que esa línea celular era capaz de 
exhibir características morfológicas y funcionales similares a los enterocitos, con 
capacidad de absorción (microvellosidades), uniones oclusivas y expresión de proteínas 
intestinales como aminopeptidasa, esterasas, sulfatazas y enzimas del complejo citocromo 
P450, además de la expresión de transportadores como, transportadores de biotina y de 
ácidos carboxílicos, PEPT1, Glicoproteina P (P-gp) entre otros (Souza et al., 2007). 
 
Desde el punto de vista experimental, las células son cultivadas por al menos 21 días sobre 
un filtro poroso, para que formen la monocapa de células diferenciadas. Este tiempo es 
extenso pero necesario para garantizar la formación de las uniones oclusivas, la polaridad 
de las células y la alta expresión de transportadores de membrana. EL filtro debe ser de 
naturaleza inerte, generalmente policarbonato, y poseer poros de máximo 0,4 µm para 
evitar la migración celular del lado apical (AP) al basal (BL) (Figura 1-3) (Bohets et al., 
2001). 
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Para el desarrollo de los ensayos de permeabilidad, el fármaco es adicionado en una de 
las cámaras separadas por la monocapa celular, y a través del tiempo se cuantifica la 
cantidad de fármaco que ha pasado a través de la membrana. Generalmente el transporte 
se evalúa en ambos sentidos, absortivo (desde el lado apical hacia el basal) y secretorio 
(desde el lado basolateral hacia el apical), esto con el fin de evaluar si algún mecanismo 
de eflujo está involucrado en el proceso de permeabilidad. 
 
Figura 1-3. Esquema simplificado de montaje del ensayo de permeabilidad 
utilizando células Caco-2. 
 
a. Desarrollo de la monocapa de células polarizadas en confluencia, que forma uniones 
oclusivas y microvellosidades. b. Diagrama de montaje del sistema para evaluar 
permeabilidad. Tomado de (Herrera Ruiz et al., 2012). 
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Los resultados obtenidos son expresados como coeficiente de permeabilidad aparente 
(Papp, cm/s), el cual es calculado mediante la ecuación 1-1 (Bohets et al., 2001; Press, 








 Ecuación 1-1 
 
Donde dM/dt es la velocidad de flujo del fármaco a través de la monocapa, M es la cantidad 
de compuesto transportado hacia el compartimento aceptor a un tiempo t, S es área de 
superficie de la monocapa celular (cm2) en el inserto, y Co es la concentración inicial en el 
compartimento donor (Li et al., 2008a). 
 
La FDA recomienda, que para demostrar la funcionalidad y adecuado funcionamiento del 
modelo, se establezca una clasificación entre fármacos con diferente coeficiente de 
permeabilidad, en función de su absorción en humanos. El modelo debe ser capaz de 
diferenciar los perfiles de alta y baja permeabilidad pasiva. Para esto el modelo debe ser 
constantemente monitoreado con fármacos patrones. Con el fin de evaluar la funcionalidad 
de los transportadores expresados en el cultivo celular, se debe evaluar con sustratos 
conocidos, como por ejemplo el uso de digoxina, vimblastina o ciclosporina A, para evaluar 
bombas de eflujo y transportadores de oligopéptidos (PEPT-1) (Souza et al., 2007). 
 
De igual manera es necesario evaluar la integridad de la monocapa celular. Comúnmente 
se utiliza la medida de la resistencia eléctrica transepitelial (Trans Epithelial Electrical 
Resistance – TEER). Esta medida se fundamenta en la formación de las uniones oclusivas 
de la monocapa celular la cual constituye una barrera para el intercambio de electrólitos, 
que genera resistencia eléctrica. Las medidas de TEER son realizadas a través de un 
voltímetro acoplado a microelectrodos colocados a ambos compartimentos (AP y BL) del 
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inserto donde son cultivadas las células, esta medida debe realizarse antes y después del 
ensayo con el fin de evaluar la integridad de la membrana, lo cual da también información 
acerca de la posible toxicidad causada por el fármaco evaluado (Press y Di Grandi, 2008). 
 
Aunque el modelo de permeabilidad en células Caco-2 presenta múltiples ventajas, las 
condiciones variables inherentes al cultivo celular pueden generar baja reproducibilidad y 
variabilidad inter e intra laboratorios, por lo cual las técnicas del cultivo y las condiciones 
del ensayo deben estar muy bien definidas y controladas con el fin de garantizar la validez 
de los datos obtenidos (Volpe, 2008). 
 
En la Tabla 1-1, se resumen las ventajas y limitaciones de los modelos más utilizados para 
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Tabla 1-1 Ventajas y limitaciones de modelos PAMPA y Caco-2 usados para la 
evaluación de la permeabilidad intestinal. 
Modelo Ventajas Limitaciones 
PAMPA 
Alta eficiencia de screening. 
Solamente predice una parte del proceso 
de absorción (difusión pasiva) 
Relativamente económico 
Alta retención en la membrana de 
compuestos lipofílicos. 
Diferente composición de lípidos 
disponibles 
Es dependiente de la composición del 
lípido y del pH. 
Buena predictibilidad  
Caco -2 
Buen modelo de screening 
No secreción de moco, resultando en 
ausencia de capa mucosa en el cultivo 
celular. 
Evaluación de diferentes mecanismos 
de transporte (presencia de 
transportadores activos de 
membrana) 
Presencia de una capa acuosa estática. 
Evaluación de toxicidad de 
compuestos 
Monocapa celular más gruesa comparada 
con el intestino delgado humano. 
Evaluación de metabolismo intestinal 
Variabilidad de datos de permeabilidad 
intra e inter laboratorio. 
Células de origen humano Largo periodo de diferenciación 
  
Baja expresión de transportadores de 
captación. 
  
No es posible realizar estudios que 
busquen evaluar la permeabilidad en 
diferentes regiones del intestino, debido a 
la sensibilidad al cambio de pH de las 
células. 
  Modelo estático. 
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6-metilcumarina (6MC, Sigma St. Louis, MO, USA), fosfato monobásico de potasio 
(Scharlau, España), cloruro de potasio (R.A Merck), ácido clorhídrico (Panreac, España), 
hidróxido de sodio (R.A Merck).metanol CLAE (Merck).ácido acético (R.A Merck). Medio 
DMEM que contiene 4.5 g/L de glucosa (Gibco, USA), suero fetal bovino, aminoácidos no 
esenciales (Gibco, USA), penicilina, estreptomicina, amfotericina B (Gibco, USA). 
Fosfolípidos de lecitina de soya (541601G - Avanti Polar Lipids Alabaster, AL, EUA), 





Espectrofotómetro UV/Vis Optizen®  
El análisis cromatográfico se realizó en un equipo Agilent® 1200 Series con un auto 
muestreador G1329B, bomba cuaternaria G1311A, detector UV-VIS de arreglo de diodos 
G1315B y desgasificador de vacío G1322A. 
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1.2.3 Determinación de la Solubilidad. 
Preparación de soluciones amortiguadoras.  
 
La preparación de las soluciones amortiguadoras, se realizó de acuerdo a las 
especificaciones de los medios de disolución reportados por la farmacopea de los Estados 
Unidos, USP (USP38). 
Solución amortiguadora pH 1.2 
Para 200 mL: A 50 mL de una solución de cloruro de potasio 0.2 M, se adicionó 85 mL de 
una solución de ácido clorhídrico 0.2 M y se completó a volumen con agua destilada. 
Solución amortiguadora pH 4.5 
Para 1000 mL: A 14 mL de una solución de ácido acético 2 N, se adicionó 2.99 g de acetato 
de sodio trihidratado, y se completó a volumen con agua destilada. 
Solución amortiguadora pH 6.8 
Para 200 mL: A 50 mL de una solución de fosfato monobásico de potasio 0.2 M se adicionó 
22.4 mL de una solución de hidróxido de sodio 0.2 M, y se completó a volumen con agua 
destilada. 
Solución amortiguadora pH 7.4 
Para 200 mL: A 50 mL de una solución de fosfato monobásico de potasio 0.2 M se adicionó 
39.1 mL de una solución de hidróxido de sodio 0.2 M, y se completó a volumen con agua 
destilada. 
Para todas las soluciones el ajuste de pH se realizó utilizando una solución de ácido 
clorhídrico 2 M o de hidróxido de sodio 2 M, según los requerimientos. 
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1.2.4 Determinación de la Solubilidad. 
 
Para la determinación de la solubilidad de 6MC en los diferentes buffer pH 1.2, pH 6.8 y 
pH 7.4, se realizó el siguiente procedimiento. 
 
En frascos que contenían 10 mL del solvente se adicionó 6MC hasta que visiblemente se 
observaba un excedente de 6MC no disuelta. Las muestras fueron sometidas a agitación 
constante en un baño termostatado a 20, 25, 30, 35 y 40 ± 2 °C, por un periodo de 3 días 
hasta que se alcanzó el equilibrio. Este equilibrio fue establecido previamente mediante la 
cuantificación de la concentración de 6MC disuelto a través del tiempo, se determinó que 
se había alcanzado el equilibrio cuando la concentración cuantificada no presentó 
variaciones. Después del tiempo se tomó una muestra del sobrenadante y fue filtrada a 
través de una membrana de diámetro de poro de 0.45 µm, este procedimiento se realizó 
en condiciones isotérmicas, para evitar la precipitación de 6MC. Después de obtener la 
muestra filtrada se realizaron las diluciones necesarias en agua y se cuantificó mediante 
espectrofotometría – UV a λmax = 275 nm, obteniéndose valores de absorbancia dentro de 
la zona de linealidad en las curvas de calibración elaboradas previamente. 
 
Los ensayos fueron realizados por triplicado, y los resultados se presentan como la media 
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1.2.5 Determinación de la Permeabilidad. 
 
Los ensayos de permeabilidad intestinal se realizaron en la Universidad Federal de Santa 
Catarina- Brasil, en el Laboratorio de Virología Aplicada y utilizando la metodología del 
cultivo celular Caco-2 previamente estandarizado (Kratz, 2011). 
 
Cuantificación de 6MC. 
 
La cuantificación de 6MC de los estudios de permeabilidad, se realizó utilizando 
Cromatografía Líquida de Alta Eficiencia (CLAE). Para lo cual se utilizó un equipo Agilent 
serie 1100. Como fase estacionaria se utilizó una columna en fase reversa Phenomenex 
® (Macclesfield, UK) Bondclone C-18 (150 x 3.9 mm; 5 µm). Para el método se empleó 
una fase móvil isocrática combinando el solvente A: Agua: Metanol: Ácido acético (95:5:2) 
y solvente B: Metanol: Ácido acético (100:2), en una combinación 50:50. Con una velocidad 
de flujo de 1 mL/min, volumen de inyección de 20 L y a una temperatura de 40 °C. La 
metodología de cuantificación fue validada según aparece en el Anexo 1. 
 
Cultivo celular Caco-2 
 
Células Caco-2 (ATCC:HTB-37), fueron cultivadas, en frascos de cultivo con medio DMEM 
que contiene 4.5 g/L de glucosa (Gibco, USA), suplementado con 10 % de suero fetal 
bovino y 1% de aminoácidos no esenciales (Gibco, USA), a 37 ± 2°C en una atmósfera 5% 
de CO2, 100 U/mL de penicilina, 100g/mL de estreptomicina y 25 g/mL de amfotericina 
B (Gibco, USA) Para el mantenimiento el medio de cultivo fue cambiado cada tercer día y 
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se monitoreó el crecimiento celular evitando que las células alcanzaran confluencia 
mayores a 80 %. 
 
Para los ensayos de permeabilidad, se utilizaron células de las réplicas 113-115. Se 
tomaron 100000 células y fueron colocadas en cada inserto con filtro de policarbonato con 
un área de 0,6 cm2 y un tamaño de poro de 0,4 m (Millipore, USA) y fueron mantenidas 
en el mismo medio de cultivo (DMEM alta glucosa), hasta la diferenciación, 21 - 28 días 
antes de los ensayos. El medio de cultivo fue cambiado cada tercer día en las dos cámaras 
(AP y BL) (Kratz, 2011). 
 
Ensayo de permeabilidad utilizando Caco-2. 
 
La determinación de la permeabilidad intestinal de 6MC fue realizada en condiciones sink 
(de sumidero o de no saturabilidad). Se realizó el ensayo bidireccional es decir evaluando 
el transporte absortivo, en el sentido apical a basal (AB) y secretorio en el sentido basal a 
apical (BA), en un diferencial de pH, es decir con una diferencia de pH entre los dos 
compartimentos. Antes del ensayo las células fueron estabilizadas durante 30 min, con las 
soluciones buffer de ensayo, HBSS (Hank’s balanced salt solution), a pH 6.5 en la cámara 
apical y pH 7.4 en la cámara basal.  
 
Para el ensayo de transporte absortivo, una solución madre de 6MC (10mM) fue diluida a 
concentraciones finales de 10, 25, 50, y 100 µM en HBSS pH 6.5. Las muestras a las 
mismas concentraciones fueron preparadas en HBSS a pH 7.4 para el ensayo de 
transporte secretorio. 
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Transcurridos los 30 min de estabilización de las células se retiró el medio y se inició el 
ensayo de transporte bidireccional adicionando las soluciones de 6MC en el 
compartimento donor, es decir si el transporte a evaluar es el absortivo (AB) se adicionó 
en el compartimento apical (400 µL) la solución de 6MC a pH 6.5, y si el transporte es 
secretorio (BA) las soluciones en pH 7.4 se adicionaron en el compartimento basal (500 
µL). En el otro compartimento se adicionó medio HBSS fresco al pH correspondiente. 
 
Las monocapas de células Caco-2 fueron incubadas a 37 ± 2°C por una hora, con agitación 
constante de 150 rpm. A los 0,15, 30, 45 y 60 min se tomaron 200 µL de muestra del 
compartimento aceptor, y se repuso con medio fresco. Las muestras fueron analizadas por 
CLAE y el cálculo de Papp se realizó mediante la ecuación 1-1. 
 
Como controles del ensayo se utilizó carbamazepina (50 µM) como un fármaco de alta 
permeabilidad, e hidroclorotiazida (200 µM) como un fármaco de baja permeabilidad, los 




El ensayo se realizó sobre placas de 96 pozos MultiScreen®IP (Millipore, Billerica, MA, 
EUA) como compartimento aceptor y placas/filtros de PVDF (Polyvinyl difluoride) de 96 
pozos MultiScreen®IP (Millipore, Billerica, MA, EUA) 
 
Para la generación de la membrana lipídica se colocaron 5 µL de una solución al 20 % de 
fosfolípidos de lecitina de soya, disuelta en dodecano. Las soluciones del compartimento 
donor fueron preparadas a pH 4.5 y 6.8, a partir de una solución stock en la cual se 
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encontraba 6MC disuelta en DMSO, se realizaron las diluciones necesarias para que la 
concentración de DMSO no superara el 0.5 % en la solución de trabajo. La solución 
amortiguadora del compartimento aceptor fue una solución a pH 7.4. Una vez se puso en 
contacto el compartimento aceptor y el compartimento donor, las placas se colocaron en 
agitación a 300 rpm en un agitador orbital (QUIMIS, Sao Paulo, Brasil) a 21 ±2 °C.  
 
Como patrones se utilizaron carbamazepina (alta permeabilidad) a una concentración de 
200 µM y se tomó una muestra a un tiempo de 1 hora. Para furosemida (baja 
permeabilidad) se trabajó a una concentración de 200 µM y el muestreo se realizó a las 15 
horas del ensayo. Las concentraciones y tiempos de muestreo fueron previamente 
validados en el Laboratorio de Virología Ambiental de la Universidade Federal de Santa 
Catarina, Brasil. 
 
Para 6MC se trabajó a una concentración de 300 µM y el tiempo de muestreo fue de 1 hora 
(determinado experimentalmente, ya que fue donde se encontró la máxima permeabilidad) 
 
1.2.6  Análisis estadístico. 
 
El análisis estadístico fue realizado a través del programa GraphPad Prism 4 (GraphPad, 
Inc.) Las comparaciones múltiples de medias no pareadas fueron realizadas por ANOVA 
de dos vías. Los niveles de significancia fueron determinados a través de comparaciones 
múltiples utilizando análisis de Tukey con nivel de confianza de 95 %. Los datos son 
presentados como el promedio ± desviación estándar.  
 
 
Capítulo 1 55 
 
 
 Resultados y Discusión. 
 
1.3.1 Determinación de la Solubilidad. 
 
6MC es una lactona cíclica y por consiguiente (Figura 1-4), en solución actúa 
principalmente como una base de Lewis ya que puede establecer puentes de hidrógeno 
con los grupos donores de protones presentes en el agua, así como puede interactuar por 
fuerzas débiles de London por sus grupos apolares. También es importante tener en 
cuenta que la molécula de 6MC no posee grupos ionizables, por lo tanto no se espera 
ninguna disociación con la variación del pH en los medios acuosos (Sinko, 2006). 
 
Figura 1-4 Estructura química de 6-metilcumarina 
 
 
Con el fin de evaluar la influencia del pH del tracto gastrointestinal sobre la solubilidad de 
6MC, esta fue determinada a en agua y en buffer a pH 1.2, 6.8 y 7.4, a 20, 25, 30 35 y 40 
± 2 °C. En la tabla 1-2 se resumen los valores de solubilidad encontrados para 6MC en los 
diferentes pH evaluados. 
 
Tabla 1-2: Solubilidad experimental de 6-metilcumarina en medios acuosos a pH 
1.2, 6.8 y 7.4, y agua, a diferentes temperaturas. 
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 Concentración (mg/mL) 
 pH 1.2 pH 6.8 pH 7.4 Agua 
T (°C) Promedio DE Promedio DE Promedio DE Promedio DE 
40 0.963 0.013 0.947 0.010 0.936 0.022 0.948 0.048 
35 0.758 0.005 0.792 0.004 0.778 0.006 0.868 0.042 
30 0.639 0.004 0.687 0.006 0.657 0.018 0.617 0.029 
25 0.570 0.010 0.564 0.011 0.568 0.001 0.500 0.020 
20 0.451 0.004 0.465 0.008 0.481 0.010 0.492 0.017 
Los datos son expresados como el promedio y su desviación estándar. n=3 
 
Como se puede observar en los resultados, la solubilidad de 6MC aumenta al aumentar la 
temperatura en todos los medios utilizados para su determinación, aunque aparentemente 
la solubilidad no varía con el pH. Para confirmar la significancia del pH sobre la solubilidad 
se realizó un análisis de varianza (ANOVA), con el fin de evaluar si existen o no diferencias 
significativas en relación al pH del medio. Los resultados se presentan en la tabla 1-3. 
 
Tabla 1-3. Análisis estadístico de la solubilidad de 6-metilcumarina a diferentes 
valores de pH 
pH Media Estimada 
1.2 0.67640 NS 
6.8 0.69105 NS 
7.4 0.68418 NS 
Agua 0.68495 NS 
Análisis de varianza en dos vías ANOVA Test de Tukey p < 0.05 
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Los resultados nos muestran que no hay diferencia estadísticamente significativa de la 
solubilidad de 6MC en los diferentes pHs estudiados, es decir el pH no afecta la solubilidad 
de 6MC. 
 
Según está definido para el SCB, un fármaco es altamente soluble si la máxima dosis 
administrada es soluble en 250 mL de agua, este volumen de agua es definido ya que este 
volumen es el recomendado para la administración de medicamentos por vía oral, 
adicionalmente los estudios de farmacocinética en humanos cada dosis por vía oral es 
administrado con 250 mL de agua. 
 
Es importante resaltar que todos nuestros estudios se realizaron en ratas de laboratorio y 
por esta razón, no podemos tomar los 250 mL como un volumen en el cual se disuelve el 
fármaco una vez administrado. En este caso nosotros realizamos la clasificación de la 
solubilidad de 6MC teniendo en cuenta el volumen gástrico de las ratas, el cual en 
condiciones de ayuno correspondería a 5mL en promedio (Turner et al., 2011). Es decir 
que en nuestro caso la máxima concentración administrada correspondería 
aproximadamente a 3.0 mg/mL, considerando que a un animal se administra solamente 
por vía oral 1mL por cada 100 g de peso, esta concentración correspondería a una dosis 
de 30 mg/kg. Por otra parte teniendo en cuenta que la dosis a la cual 6MC mostró tener 
actividad antiinflamatoria en animales de laboratorio es de 200 mg/Kg (Vergel, 2010; 
Cárdenas et al., 2014), clasificamos 6MC como un ingrediente activo de baja solubilidad. 
 
Predecir de manera exacta la solubilidad de nuevos fármacos es de vital importancia, ya 
que cerca del 40 % de nuevos fármacos son rechazadas en etapas tempranas del 
desarrollo de fármacos debido a su baja solubilidad en solventes acuosos (Khadra et al., 
2015; Persson et al., 2005; Clarysse et al., 2011). 
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Parámetro de solubilidad. 
 
El parámetro de solubilidad de Hildebrand, es un índice de polaridad que puede ser usado 
para describir los eventos fisicoquímicos como la solubilidad. De acuerdo a la literatura 
este índice de polaridad es usado para solutos y solventes, y una pequeña diferencia entre 
el parámetro de solubilidad del soluto y el solvente indican una alta solubilidad del soluto 
en dicho solvente (Sinko, 2006). 
 




)1/2 Ecuación 1-2 
 
Donde Δvap y Vliq son la entalpia de vaporización y el volumen molar del líquido 
respectivamente. Sin embargo, para compuestos sólidos la ecuación 1-2 no es aplicable. 
Por lo cual diversos métodos teóricos han sido desarrollados. Uno de ellos es el método 
de Fedors basado en la contribución que de los grupos al parámetro de solubilidad (Sinko, 
2006). En la tabla 1-4 se muestra el parámetro de solubilidad de 6MC, estimado según el 





Capítulo 1 59 
 
 
Tabla 1-4 Aplicación del método de contribución de grupos de Fedors para estimar 
la energía interna, el volumen molar y el parámetro de solubilidad de Hildebrand de 
6-metilcumarina. 
 
Grupo atómico Cantidad ΔU (kJ/mol) V (cm3/mol) 
–CH3 1 4.71 33.5 
–CH= 2 2 x 4.31 = 8.62 2 x 13.5 = 27.0 
Fenil trisustituido 1 31.9 33.4 
–COO– 1 18.0 18.0 
Anillo cerrado 1 1.05 16.0 
 ΔUtotal = 64.28 Vtotal = 127.9 
 δtotal = (64,280/127.9)1/2 = 22.4 MPa1/2 
 
Comparando el parámetro de solubilidad para 6MC hallado: 22.4 MPa1/2 y el del agua: 47.9 
MPa1/2, podemos ver una gran diferencia lo cual explica la baja solubilidad de 6MC 
encontrada en agua. 
 
1.3.2 Determinación de la Permeabilidad. 
 
Los datos de permeabilidad de 6MC, se obtuvieron gracias a la pasantía realizada en el 
Laboratorio de Virología Aplicada de la Universidade Federal de Santa Catarina. 
 
En cuanto a la evaluación de la permeabilidad de 6MC evaluada por el modelo celular 
Caco-2 se obtuvieron los siguientes resultados. 
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Inicialmente, es importante analizar que en las concentraciones a las cuales se evalúa el 
compuesto en este modelo no presente saturación del medio, de manera tal que se pueda 
confirmar que en todo el tiempo del ensayo se está trabajando en condiciones sink. Esta 
información la podemos obtener al relacionar la cantidad acumulada de 6MC transportado 
en el tiempo, como se muestra en la figura 1-5. 
 
Figura 1-5. Cantidad acumulada de 6MC transportada a través de la monocapa de 
células Caco-2. 
 
Cantidad acumulada de 6MC transportada a través de la monocapa de células Caco-2. A 
representa el transporte en el sentido absortivo (Apical – Basal) y B, en el sentido secretorio 
(Basal- Apical). Los datos son expresados como el promedio desviación estándar, n=6. 
 
Como podemos observar en la figura 1-5 el transporte de 6MC es esencialmente lineal 
durante el periodo de 1 hora, en todas las concentraciones evaluadas.  
 
Adicionalmente al graficar la cantidad total permeada respecto a la concentración, Figura 
1-6, podemos ver que ésta presenta un comportamiento lineal, en el sentido AB (y= 
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0.0463x – 0.2444) con un coeficiente de determinación de 0,9903 y en el sentido BA ( y= 
0.0463x – 0.1389) con un coeficiente de determinación de 0.9853; es decir que no se 
observa una saturación del medio receptor en ninguna de las concentraciones y durante 
el tiempo del ensayo. Es importante mantener las condiciones sink durante el desarrollo 
de los ensayos de permeabilidad con el fin de garantizar que siempre exista un flujo de 
compuesto del compartimento donor hacía el aceptor. 
 
Figura 1-6. Cantidad total permeada de 6MC a través de la monocapa de células 
Caco-2. 
 
Cantidad total permeada de 6MC a las diferentes concentraciones evaluadas. Los datos son 
expresados como el promedio desviación estándar, n=6. 
 
La permeabilidad aparente (Papp), es la expresión comúnmente usada, cuando la 
permeabilidad es determinada mediante este modelo celular Caco-2, la cual es calculada 
mediante la ecuación 1-1.  
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En la tabla 1-5 se muestran los resultados de permeabilidad aparente, tanto absortiva (AB) 
como secretora (BA), obtenidos para las diferentes concentraciones evaluadas de 6MC y 
para los patrones utilizados en el ensayo. 
 
Tabla 1-5. Valores de permeabilidad aparente (cm/s) evaluado en el sentido 
absortivo (AB) y en el sentido secretorio (BA), y valor de eflujo (Papp BA/ Papp 
AB). 
  Concentración A-B B-A Eflujo 
 Promedio D.S Promedio D.S  
6MC 10 µM 9.1E-05 0.3E-05 1.3E-04 0.6E-04 1.48 
6MC 25 µM 6.8E-05 2.4E-05 6.7E-05 0.1E-05 1.06 
6MC 50 µM 6.4E-05 0.8E-05 6.0E-05 0.06E-05 0.94 
6MC 100 µM 9.0E-05 0.4E-05 7.3E-05 1.5E-05 0.82 
CBZ 50 µM 11.4E-05 2.4E-05    
HCT 200 µM 0.06E-05 0.3E-06    
Los datos son expresados como el promedio desviación estándar, n=6. 6MC: 6-metilcumarina, 
CBZ: carbamazepina, HCT: hidroclorotiazida 
 
Los valores de permeabilidad son presentados en el orden de 10-5, con el fin de poder 
comparar los valores obtenidos respecto a los patrones utilizados. Como se puede 
observar el valor de Papp se encuentra cercano al valor obtenido para carbamazepina (alta 
permeabilidad), lo cual sugiere que 6MC presenta una permeabilidad alta en dirección AB. 
Aunque no se obtuvieron los valores de los patrones en el sentido BA, se puede ver que 
los valores también se encuentran en un orden de magnitud elevado indicando una alta 
permeabilidad en el sentido secretorio. Finalmente, la relación de eflujo (Papp BA/ Papp 
AB) es menor a dos, en todas las concentraciones evaluadas lo que indica que 6MC tiene 
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un mecanismo de permeabilidad por difusión pasiva y no presenta eflujo (Galkin et al., 
2009). 
 
Al comparar con estudios realizados en células Caco-2 para otras estructuras cumarínicas 
similares, como por ejemplo cumarina, umbeliferona, 4-metilumbeliferona, en donde se 
obtuvieron valores de Papp en el sentido AB de 4.1 x 10 -5 a 2.1 x 10 -4, los cuales fueron 
estadísticamente mayores a los encontrados en el sentido BA que varían de 1.8 X 10 -5 a 
7.0 x 10 -5, y por consiguiente todas las cumarinas evaluadas presentaron valores de eflujo 
menores a 1, podemos ver que los resultados de 6MC son similares a los encontrados en 
la literatura donde se concluye que 6MC presenta una alta permeabilidad sin eflujo (Galkin 
et al., 2009). 
 
Los valores de Papp obtenidos para 6MC fueron mayores al coeficiente de permeabilidad 
reportado como indispensable para que la absorción intestinal en humanos sea completa 
(≥1.0 x 10 – 6 cm/s) (Artursson y Karlsson, 1991; Li et al., 2008b). Estos resultados sugieren 
entonces, que la permeabilidad no es un factor limitante en la absorción intestinal de 6MC. 
 
Una de las limitantes del ensayo que utiliza células Caco-2 es que no es posible evaluar la 
permeabilidad en diferentes pHs, por lo cual la utilización del ensayo PAMPA es adecuado 
para determinar la influencia del pH sobre la permeabilidad. En ese sentido, se determinó 
la permeabilidad de 6MC a pH 4.5 y 6.8 en el compartimento donor y pH 7.4 en el 
compartimento aceptor. Los resultados de permeabilidad de 6MC se encuentran 
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Tabla 1-6 Coeficientes de permeabilidad efectiva (Log Pe) de fármacos evaluados a 
través del modelo PAMPA 
 Log Pe (x 10-6 cm/s) 
  pH 4.5 pH 6.8 
6MC  - 3.86 ± 0.11  - 3.93 ± 0.008 
CBZ  -3.82 ± 0.03  -4.05 ± 0.04 
FUR  -4.23 ± 0.02  - 5.4 ± 0.03 
Los datos son presentados como el promedio ± la desviación estándar. n=3. CBZ: 
Carbamazepina, FUR: Furosemida, 6MC: 6 Metlcumarina 
 
Según los resultados observados en la tabla 1-6, podemos apreciar que 6MC tienen un 
comportamiento similar al encontrado para carbamazepina, es decir presenta una alta 
permeabilidad sin influencia del pH, esto era de esperarse ya que como se discutió con 
anterioridad la solubilidad de 6MC no varía respecto al pH, debido a que la molécula no es 
ionizable, al igual que lo reportado para carbamazepina (Avdeef et al., 2008). 
 
Como se describió anteriormente la absorción oral es consecuencia de un proceso 
continuo de disolución y permeación, 6MC mostró tener una baja solubilidad, pero una alta 
permeabilidad por lo cual se puede inferir que la absorción intestinal en ensayos in vivo se 
verá limitada por la solubilidad. Este resultado nos permite clasificar a 6MC dentro del 









Basados en los resultados obtenidos, podemos concluir: 
 
6-metilcumarina presenta una baja solubilidad en medios acuosos de pH 1.2, 6.8 y 7.4, sin 
que el pH tenga efecto sobre la misma. 
 
De la permeabilidad evaluada, mediante los métodos de cultivo celular Caco-2 y PAMPA, 
es posible sugerir que 6MC es un compuesto con alta permeabilidad, la cual se da 
principalmente por difusión pasiva y sin eflujo.  
 
De acuerdo a la baja solubilidad y la alta permeabilidad encontrada, 6MC puede ser 






2. Desarrollo de un sistema micropartículado 
polimérico cargado con 6-metilcumarina. 
 
 Aspectos teóricos 
 
Los sistemas transportadores o “carriers” son sistemas que permiten la incorporación 
dentro de su estructura de compuestos de tipo sólido o líquido. De este modo, el 
comportamiento del fármaco en el organismo depende en esencia de las características 
del sistema transportador más qué del fármaco en sí. Al conferirle el sistema transportador 
algunas de sus propiedades fisicoquímicas, es posible dirigir la liberación del fármaco hacia 
un blanco específico, ya sea de acción o de absorción; mantener una liberación controlada 
y mejorar su estabilidad frente a condiciones ambientales y sistémicas (Marshall y Rudnic, 
1990; Kissel et al., 2006). 
 
Los sistemas transportadores se pueden clasificar en tres grupos principales: los coloidales 
que incluyen micropartículas, nanopartículas y liposomas, los moleculares que incluyen 
dendrímeros y ciclodextrinas, y un tercer grupo constituido por eritrocitos modificados. 
Dentro de estos, los sistemas coloidales son los transportadores más estudiados y 
exitosamente utilizados hasta el momento (Freiberg y Zhu, 2004). Su reducido tamaño de 
partícula permite el fácil ingreso a nivel celular donde libera el fármaco permitiendo que 
ejerza su efecto. Esto ha hecho posible su utilización para la incorporación de compuestos 
sintéticos (Pitaksuteepong et al., 2002), proteínas como la insulina (Graf et al., 2009; 
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Watnasirichaikul et al., 2000), compuestos anti cancerígenos (Zheng et al., 2007), entre 
otros. 
 
Las micropartículas, pueden consistir en una matriz polimérica (microesferas) o un sistema 
de depósito en el que el núcleo está rodeado por una delgada pared polimérica 
(microcápsulas) (Saraf, 2010). La utilización de micropartículas, en la industria 
farmacéutica, ha sido considerada desde 1960 debido a las múltiples ventajas como lo 
son, el mejoramiento de las propiedades organolépticas, protección frente a condiciones 
ambientales, producción de formas farmacéuticas de liberación controlada, retardada y 
dirigida, entre otras (Barratt, 2000; Barratt, 2003). 
 
Un fármaco microencapsulado es un sistema de liberación de fármacos atractivo por sus 
ventajas tales como, la mejora del efecto terapéutico, prolongación de la actividad 
biológica, velocidad de liberación controlada y disminución de la frecuencia de dosificación 
(Chen et al., 2000). El uso de las micropartículas ha sido aplicado en diferentes vías de 
administración, como lo son la oral, pulmonar, parenteral, subcutáneo, intramuscular, 
intravitreal, entre otras (Tran et al., 2011). 
 
2.1.1 Materiales usados para microencapsulación de fármacos 
 
La microencapsulación es la tecnología mediante la cual una sustancia líquida, sólida o 
gaseosa es incorporada dentro de un sistema monolítico o vesicular de tamaño 
micrométrico permitiendo la formación de microcápsulas o microesferas (Tewes et al., 
2006). 
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La idea de la liberación controlada empleando polímeros, inició alrededor de los años 60 
mediante la utilización de implantes de caucho de silicona y polietileno, que debido a la 
escasa degradabilidad implicaba una posterior remoción mediante cirugía, del sistema. Por 
esta razón desde 1970 los polímeros biodegradables de origen natural o sintético han sido 
empleados para la liberación controlada o para implantación quirúrgica. Desde entonces, 
se han estudiado polímeros biodegradables de diferente naturaleza y con características 
variadas lo que ha permitido tener una amplia gama de posibilidades en el momento del 
desarrollo de sistemas transportadores según el fin deseado (Freiberg y Zhu, 2004).  
 
Varios materiales han sido empleados en la fabricación de microesferas de liberación 
modificada, principalmente se ha investigado en polímeros biodegradables para la 
liberación de fármacos, utilizando desde polímeros naturales como alginato, quitosán, 
colágeno o polímeros sintéticos como los polímeros del ácido láctico (PLA) y del ácido 
glicólico (PGA ), así como copolímeros como ácido poli (láctico- coglicólico) PLGA (Tran et 
al. 2011), policaprolactona (PCL) (Natarajan et al., 2011; Yesil-Celiktas y Cetin-Uyanikgil, 
2012; Tarafder et al., 2013). Igualmente, se han desarrollado partículas lipídicas, basadas 
en lípidos fisiológicamente compatibles para el transporte y liberación una gran variedad 
de compuestos logrando su administración por diversas vías o con blancos claramente 
especificados (Shukla et al., 2012). En resumen los materiales utilizados para la 
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La biocompatibilidad y la biodegradabilidad son propiedades esenciales de los polímeros 
utilizados en aplicaciones farmacéuticas. La biodegradabilidad implica que el polímero sea 
degradado en componentes inofensivos o bien que sean excretados por el organismo, 
mientras que la biocompatibilidad se refiere a que el polímero sea fisiológicamente tolerado 
y no cause ninguna reacción adversa después de su administración (Li et al., 2008c). 
 
Dentro de los polímeros sintéticos adaptados en los sistemas de liberación de fármacos se 
encuentran los poliésteres alifáticos biodegradables tales como poli (ɛ- caprolactona) 
(PCL), poli (ácido láctico) (PLA), poli (ácido glicólico) (PLG), y sus copolímeros (Wei et al., 
2009).  
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La policaprolactona es un polímero hidrofóbico (Figura 2-2) con un grupo éster 
relativamente polar y cinco grupos metilenos no polares. Es semicristalino, con una 
temperatura de transición vítrea de -60°C y un punto de fusión entre 59 – 64 °C. El peso 
molecular varía en promedio de 3000 a 80000 g/mol. Soluble en cloroformo diclorometano, 
tetracloruro de carbono, benceno, tolueno, ciclohexanona, y 2- nitropropano a temperatura 
ambiente, es poco soluble en acetona, 2- butanona, acetato de etilo, dimetilformamida, 
acetonitrilo y es insoluble en etanol, éter de petróleo y dietil éter (Wei et al., 2009; Woodruff 
y Hutmacher, 2010).  
 
Figura 2-2 Estructura química de Policaprolactona 
 
 
Este polímero se puede unir con otros para mejorar la resistencia al agrietamiento y 
adhesión. Es usada en combinación con otros polímeros tales como propionato de 
celulosa, celulosa butirato acetato, ácido poliláctico, ácido poliláctico - co glicólico, para la 
manipulación de la proporción de liberación de fármaco de las micropartículas (Wei et al., 
2009; Seremeta et al., 2013). 
 
La PCL ha sido usada en sistemas de liberación controlada de fármacos de aplicación 
farmacéutica. Estos polímeros han mostrado ventajas en la administración parenteral y 
oral. Dentro de las ventajas de la PCL, se describe, su poca posibilidad de generar 
ambientes ácidos durante su degradación, comparado la degradación de ácidos 
polilácticos y glicólicos y su habilidad para formar mezclas con otros polímeros. La 
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degradación del homopolímero PCL es más lenta comparado con PLGA (Sinha et al., 
2004; Chen et al., 2000). 
 
La degradación de PCL en comparación con el ácido poliglicólico y otros polímeros es 
lenta, por lo cual es adecuado para extender el tiempo de liberación en periodos de más 
de un año. La biodegradación de este polímero puede ser mejorada formando copolímeros 
con ácido láctico y ácido poliglicólico, por ejemplo (Sinha et al., 2004; Wei et al., 2009). 
 
La degradación hidrolítica es el mecanismo más aceptado, la cual puede suceder por 
erosión de la superficie lo cual causa un adelgazamiento de la matriz polimérica, pero no 
produce un cambio en el peso molecular del interior de la matriz, de esta forma es como 
se explica la liberación sostenida de fármacos (Woodruff y Hutmacher, 2010). En otro 
estudio se concluye que la PCL sufre un proceso de degradación, no enzimático que 
implica el rompimiento hidrolítico de grupo éster, de manera aleatoria, esta etapa obedece 
a una cinética de orden cero, la cual ha mostrado ser dependiente del peso molecular del 
polímero. En el caso de PCL de 3000g/mol se observó una degradación en 13 días, 
mientras que estudios realizados con PCL de 66000g/mol, la degradación tardo hasta 2 
años (Woodruff y Hutmacher, 2010; Sun et al., 2006). El parámetro de solubilidad de 
Hansen para PCL, fue determinado por diferentes métodos encontrándose un valor de 
19.52 MPa1/2 por el método de contribución de grupos (Bordes et al., 2010). 
 
2.1.2 Técnicas de microencapsulación. 
 
Las micropartículas pueden ser preparadas por diferentes técnicas. Los métodos de 
preparación de micropartículas son principalmente determinados por la solubilidad del 
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fármaco y el polímero en los solventes usados en el sistema. (Hombreiro Pérez et al., 
2000). 
 
Dentro de los métodos empleados para la elaboración de micropartículas poliméricas con 
policaprolactona encontramos: 
 
 Fluidos supercríticos. 
 
Este método conlleva a la producción de micropartículas sin o con muy poca cantidad de 
solventes orgánicos residuales. El uso de fluidos suprecríticos como solventes o 
antisolventes en la producción de partículas ha mostrado que pueden modificar 
propiedades de las partículas como tamaño, distribución de tamaño y morfología. Sin 
embargo, su implementación es muy costosa y se encuentra restringido por la baja 
solubilidad de fármacos y/o polímeros en los fluidos utilizados (Zhiyi et al., 2008; Yeo y 
Kiran, 2005; Garay et al., 2010). Micropartículas con PCL, cargadas con un extracto vegetal 
de Rosemary (Rosmarinus officinalis), fueron desarrolladas, obteniéndose un tamaño de 
partícula monodisperso y alta eficiencia de encapsulación (Yesil-Celiktas y Cetin-Uyanikgil, 
2012). 
 
 Secado por aspersión. 
 
En este método, el núcleo a recubrir se dispersa en el material de recubrimiento fundido o 
en solución y se atomiza dentro de una cámara con corriente de aire caliente donde se 
evapora el solvente y se deposita una película sobre cada núcleo formando la pared de la 
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micropartícula. Este método puede ser usado para fármacos hidrofílicos y lipofílicos 
(Lacasse et al., 1998). 
 
Consiste en una operación continua que implica la transformación del estado líquido a 
partículas secas, el cual tiene como ventajas el bajo costo, proceso rápido y posibilidad de 
modular las características fisicoquímicas de los polvos. Cuatro etapas son determinantes 
en este proceso: Atomización dentro del spray, contacto spray- aire, secado dentro del 
spray, separación del producto seco desde el gas secante (Tewa-Tagne et al., 2006). 
Micropartículas de PCL que contienen bupivacaina, fueron preparadas por este método, 
obteniéndose MPs con tamaño de partícula promedio de 3 µm y una eficiencia de 
encapsulación de 91 % (Blanco et al., 2003), al igual que micropartículas que contienen 5 
–fluorouracilo, con tamaño de partícula promedio de 3 µm, y una eficiencia de 
encapsulación de 49%, las micropartículas mostraron una liberación in vitro del fármaco 
en un periodo de 8 días (Sastre et al., 2004). 
 
 Emulsión O/W – Método de evaporación del solvente. 
 
De manera general en este procedimiento el fármaco y el polímero son disueltos en la fase 
orgánica, la cual es emulsificada por agitación a altas velocidades, con una solución 
acuosa que contiene un agente estabilizante para formar una emulsión O/W, la intensidad 
de agitación puede lograrse mediante la utilización de ultrasonido o ultrahomogenizadores 
que permiten la formación de microgotas. Posteriormente, por agitación constante a 
temperatura ambiente se elimina el solvente, lo que conlleva a la precipitación de las 
micropartículas, las cuales son separadas del sobrenadante mediante métodos como la 
centrifugación, y finalmente secadas por diferentes métodos como la liofilización 
(Hombreiro Pérez et al., 2000). 
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Este método es apropiado para moléculas apolares, ya que en moléculas polares la 
eficiencia de encapsulación es muy baja debido a su difusión a la fase externa acuosa (Li 
et al., 2008c). Una modificación de esta técnica permite la encapsulación de sustancias 
hidrofílicas, mediante la formación de una múltiple emulsión w/o/w, el fármaco es disuelto 
en la fase interna acuosa y el polímero en la fase orgánica, compuestos como vancomicina 
(Petitti et al., 2009), cantaridato disódico (Wang et al., 2008), y proteínas como antígenos 
para Streptococcus (Florindo et al., 2008), e insulina (Mukerjee et al., 2007) han sido 
eficientemente microencapsulados en PCL utilizando esta metodología. 
 
Los factores que más influencia tienen sobre las propiedades de las micropartículas 
utilizando el método de emulsión – evaporación del solvente, se resumen en la figura 2-3. 
 
Figura 2-3 Esquema de los factores que influencian las propiedades de las 
micropartículas. 
 
Adaptado de (M. Li et al., 2008) 
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De manera general en la figura 2-4 se representa esquemáticamente como es el proceso 
de elaboración de las micropartículas usando el método de emulsión – evaporación del 
solvente. 
 
Figura 2-4. Esquema de elaboración de micropartículas por el método de emulsión 
- evaporación del solvente. 
 
 
La fase dispersa consta de un solvente en el cual esta soluble tanto el fármaco como el 
polímero. Idealmente, el solvente que debe disolver el polímero y el fármaco, debe ser 
poco soluble en la fase dispersa, altamente volátil y con un bajo punto de ebullición. Dentro 
de los solventes más usados se encuentran el diclorometano (DCM), cloroformo, acetato 
de etilo (Maia et al., 2004). El cloroformo tiene una alta toxicidad por lo que generalmente 
es reemplazado por diclorometano, el cual posee un bajo punto de ebullición, una alta 
volatilidad y una alta inmiscibilidad con el agua, aunque también presenta una toxicidad 
reportada. El acetato de etilo por su parte es menos tóxico que el DCM, sin embargo 
presenta una parcial miscibilidad con el agua. El DCM a pesar de ser tóxico es el más 
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ampliamente utilizado para la elaboración de micropartículas por el método de emulsión- 
evaporación del solvente, mostrando mejores resultados en cuanto a eficiencia de 
encapsulación y propiedades físicas como la uniformidad esférica de las micropartículas, 
adicionalmente la alta volatilidad de este solvente hace que el proceso de evaporación del 
solvente sea más rápido (Maia et al., 2004; Li et al., 2008).  
 
Entre los polímeros comúnmente reportados para la elaboración de micropartículas (MPs), 
se encuentran policaprolactona (PCL), ácido poli - láctico (PLA), ácido poli – glicólico 
(PLG), y sus copolímeros como PLGA (Wei et al., 2009; Rosas et al., 2001; Li et al., 2008c). 
La fase dispersante, se encuentra principalmente compuesta por agua y por un agente que 
permita estabilizar la emulsión formada. Los agentes estabilizantes más comúnmente 
utilizados son alcohol polivinílico (PVA), polisorbatos, poloxámeros, entre otros (André-
Abrant et al., 2001; Li et al., 2008c).  
 
Además de los aspectos composicionales, también son múltiples los factores 
operacionales que deben ser controlados en el proceso de microencapsulación ya que ha 
sido reportado que parámetros, como la intensidad y el tiempo de agitación, la temperatura 
de evaporación tienen importante influencia sobre las propiedades de las micropartículas 
obtenidas (Li et al., 2008c). 
 
El método de emulsificación - evaporación del solvente es el más ampliamente utilizado 
para la elaboración de micropartículas. Para el caso de PCL, se encuentran reportes como 
por ejemplo micropartículas cargadas con quercetina para el tratamiento de artritis 
reumatoide (Natarajan et al., 2011), con compuestos hidro y lipofílicos como rodamina y p-
nitro anilina (Wang et al., 2009), dexametasona (Balmayor et al., 2009), entre otros. 
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6-metilcumarina (6MC, Sigma), Policaprolactona (PCL, Sigma, PM 45.000 Dalton, 14.000 
Dalton y 70.000 Dalton), alcohol polivinílico (PVA, 87-89% hidrolizado, masa molar prom. 
31,000 – 50,000 Dalton Sigma-Aldrich), agua destilada, diclorometano (DCM, Merck), 
Metanol (Merck) Fosfatos monobásico de sodio (R.A Merck), Cloruro de sodio (NaCl, R.A 
Scharlau), hidróxido de sodio (R.A Merck), Isopropanol (Merck), filtros Millipore® 25mm, 
0.45µm diámetro de poro, jeringas plásticas, microtubos de centrifuga, material de vidrio 




Ultrahomogenizador Ultraturrax® T10 IKA; Plancha de agitación IKA® R 10 Power 
IKAMAG, balanza analítica digital, Mettler® AE-160 sensibilidad 0.1 mg; estufa WTB 
Blinder® E28; potenciómetro-pH Beckman® 50; Liofilizador Labconco®; Espectofotometro  
UV/Vis Optizen®; microscopio electrónico de barrido; láser Malvern Zetasizer Nano Z®; 
agitador orbital de microtubos para centrifuga. 
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2.2.3 Diseño Experimental  
 
Con el fin de determinar la influencia de algunas condiciones experimentales para la 
obtención de micropartículas poliméricas que contienen 6MC, utilizando el método de 
emulsión- evaporación del solvente, se llevó a cabo un diseño experimental tipo Plackett – 
Burman con siete factores a dos niveles (Tabla 2-1). Como variables respuesta para la 
caracterización de las micropartículas obtenidas se evaluó el rendimiento del proceso, la 
eficiencia de encapsulación y el tamaño de partícula. 
 
Tabla 2-1 Factores empleados en el diseño Plackett-Burman para la elaboración de 
micropartículas de 6-metilcumarina 
  Nivel 
  Factor  +  - 
A PCL (%) 4 2 
B PVA (%) 4 2 
C 6MC (Fco: Pol) 1:2 1:1 
D Isopropanol  Presencia Ausencia 
E  Fase acuosa (mL) 50 25 
F Int Agitación (rpm) 14500 7000 
G Tiempo agitación (min) 5 min 2 min 
 
2.2.4 Elaboración de micropartículas 
 
El método seleccionado para la elaboración de las micropartículas poliméricas fue el de 
emulsión – evaporación del solvente. El polímero escogido es la PCL, debido a su carácter 
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biodegradable y biocompatible, adicional a que resulta ser un polímero más económico 
comparado con otros polímeros disponibles en el mercado usados para la elaboración de 
micropartículas.  
 
El polímero PCL y 6MC fueron disueltos en DCM, a esta fase dispersa se le adicionaron 
400 µL de la fase dispersante es decir agua con un agente estabilizante. Mediante 
agitación a 7000 rpm por 1 min se formó la primera emulsión w/o. Posteriormente se 
adicionó el resto de la fase dispersante y se continuó con la agitación a la intensidad y 
durante el tiempo determinado en el diseño experimental. La agitación se realizó utilizando 
un Ultraturrax T10®, obteniéndose la emulsión o/w. 
 
La emulsión obtenida fue sometida a agitación constante de 500 rpm durante 3 horas, con 
el fin de remover el solvente orgánico por evaporación y de esta manera inducir la 
formación de las micropartículas. Pasado el tiempo de evaporación las micropartículas 
fueron centrifugadas a 8500 rpm, el sobrenadante fue retirado, y posteriormente se 
realizaron tres lavados sucesivos con agua desionizada. Finalmente las micropartículas 
fueron liofilizadas por un periodo de mínimo 24 horas. Las micropartículas secas fueron 
almacenadas en un desecador durante el menor tiempo posible antes de ser 
caracterizadas. 
 
2.2.5 Caracterización de micropartículas 
 
Con el fin de asegurar la formación de las micropartículas y evaluar la influencia de los 
factores en sus diferentes niveles, se caracterizaron las micropartículas en los siguientes 
aspectos: 
Capítulo 2  81 
 
 
Tamaño de partícula. 
 
El tamaño y el índice de polidispersidad fue determinado mediante el método de dispersión 
dinámica de luz (DLS, por “Dynamic Light Scattering”) usando el equipo Zetasizer Nano 
ZS, Malvern®. Las muestras se diluyeron en agua desionizada y se realizaron 3 
mediciones/muestra, 5 corridas de 10s/medición a una temperatura de 25 °C y un ángulo 




La determinación del potencial zeta se realizó utilizando el Zetasizer Nano ZS, Malvern®, 
mediante la determinación de la movilidad electroforética. Las muestras se diluyeron en 
una solución 1mM de cloruro de sodio y se realizaron 3 mediciones/muestra, 10 corridas 




La caracterización térmica fue realizada utilizando calorimetría diferencial de barrido 
(DCS), empleando un calorímetro Shimadzu DSC 60. El análisis fue realizado en capsulas 
de aluminio sellados y con una velocidad de calentamiento de 5 °C/min en un rango de 20 
a 250 °C, como gas de purga se utilizó nitrógeno con un flujo de 50 mL/min. Se pesaron 
con exactitud 2.0 mg de muestra. El equipo fue calibrado usando un estándar de Indio. 
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Rendimiento del proceso. 
 
El rendimiento del proceso de elaboración de las micropartículas, expresado como 
porcentaje, fue evaluado como la cantidad de micropartículas obtenidas con respecto a la 
cantidad de PCL y 6MC empleado para realizar el proceso. 
 
Para esto se pesaron las micropartículas obtenidas y se determinó el rendimiento mediante 




𝑷𝒆𝒔𝒐 𝒑𝒐𝒍í𝒎𝒆𝒓𝒐+𝑷𝒆𝒔𝒐 𝒅𝒆 𝟔 𝒎𝒆𝒕𝒊𝒍𝒄𝒖𝒎𝒂𝒓𝒊𝒏𝒂
∗ 𝟏𝟎𝟎 Ecuación 2-1 
 
Carga de fármaco y eficiencia de encapsulación. 
 
La eficiencia de encapsulación (EE), se determinó cuantificando la cantidad de 6MC en las 
aguas de curado (AC) de las micropartículas. Para esto se tomó una alícuota del 
sobrenadante después de la centrifugación, se filtró mediante membranas de 0.45 µm, y 
se rotulo como AC. Se realizaron las diluciones necesarias para la cuantificación mediante 
espectrofotometría UV, y se calculó la EE mediante la ecuación 2-2 (Freiberg y Zhu, 2004): 
 
𝐸𝐸 (%) =
𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 6𝑀𝐶 𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑎−6𝑀𝐶 𝑒𝑛 𝐴𝐶
𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 6𝑀𝐶 𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑎
∗ 100 Ecuación -2-2 
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La carga de fármaco, (DL por “Drug Loading”) que expresa la cantidad de 6MC por cada 
mg de micropartículas (MPs), se determinó pesando aproximadamente 10 mg de 
micropartículas, y se adicionaron 10 mL de metanol, se sometió a ultrasonido durante 30 
min. El sobrenadante se filtró y se realizaron las diluciones necesarias para la 
cuantificación de 6MC. El DL se calculó mediante a ecuación 2-3: 
 
𝐷𝐿 =




Perfiles de liberación. 
 
Con el fin de determinar el perfil de liberación de las micropartículas obtenidas se pesarón 
aproximadamente 10 mg de micropartículas y se colocaron en vasos de precipitados con 
25 mL de una solución buffer a pH 6.8 a 37 ± 2 °C, con agitación magnética constante de 
100 rpm. A los 30, 60,120, 240, 360 y 480 min se tomó una muestra del sobrenadante, se 
filtró y se cuantificó la cantidad de 6MC liberada mediante la metodología validada por 
CLAE (Anexo 1). EL medio retirado fue sustituido por la misma cantidad de medio. 
 
Los perfiles de liberación fueron comparados, mediante el factor de similitud (f2), 
calculando según la ecuación 2.4 (USP38). 
𝒇𝟐 = 𝟓𝟎 ∗ 𝑳𝑶𝑮 (
𝟏
√(𝟏+∑ (𝑹−𝑻)𝟐)/𝒏𝒏𝒕=𝟏
) ∗ 𝟏𝟎𝟎 Ecuación-2-4 
El cálculo se realiza con el porcentaje de fármaco disuelto a cada tiempo. R es el porcentaje 
disuelto de la formulación de referencia, T el porcentaje de fármaco disuelto de la 
formulación a comparar, n indica el número de puntos que se compararon. 
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2.2.6 Análisis estadístico. 
 
Los datos son presentados como el promedio ± desviación estándar, de los ensayos 
realizados por triplicado y se analizaron mediante test t de Student para determinar el 
efecto de las variables evaluadas sobre las características de las micropartículas 
obtenidas. 
 
 Resultados y Discusión 
 
Las micropartículas poliméricas basadas en PCL han sido catalogadas como un sistema 
de liberación de fármacos atractivo debido a su facilidad de administración, 
biodegradabilidad y liberación sostenida (Wang et al., 2009). 
 
Como se mencionó anteriormente para elaborar micropartículas por el método de 
emulsificación – evaporación del solvente, se requiere de manera general, una fase 
dispersa que tenga la capacidad de disolver tanto el fármaco como el polímero, una fase 
dispersante que contenga una agente estabilizante, y un equipo que genere altas 
intensidades de agitación, con el fin de obtener las microgotas de la emulsión que, 
posteriormente por evaporación del solvente, se favorece la precipitación de las 
micropartículas las cuales son separadas mediante centrifugación. 
Son múltiples las variables del proceso de emulsificación - evaporación del solvente, que 
pueden ser modificadas pues la mayoría de ellas influyen en las propiedades de las 
micropartículas obtenidas. Con el fin de determinar la influencia de algunos factores como: 
concentración de PCL, concentración de PVA, relación fármaco polímero, uso de 
ayudantes de evaporación (isopropanol), volumen de fase acuosa, intensidad de agitación 
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y tiempo de agitación sobre las características de las Mps, se llevó a cabo un diseño 
experimental tipo Plackett – Burman con siete factores a dos niveles, con el fin de 
determinar el nivel de los factores evaluados que favorecen un mayor rendimiento y 
eficiencia de encapsulación y un menor tamaño de partícula. Este diseño experimental es 
ampliamente usado ya que permite con un número reducido de experimentos evaluar una 
amplia gama de variables. El número de ensayos corresponde a n + 1, donde n es el 
número de factores, para este caso fueron 8 los ensayos realizados. Es recomendado que 
el número de ensayos a realizar sea múltiplo de 4 por lo que el número de variables se 
debe fijar teniendo en cuenta esta recomendación (Brereton, 2007). 
 
Previamente al desarrollo del diseño experimental, algunas variables del método de 
emulsificación evaporación del solvente fueron fijadas. 
 
 Solvente orgánico. 
 
Dentro de las variables que se tienen en la fase dispersa están por ejemplo, la naturaleza 
del solvente (Li et al., 2008c). Es por esto que para el presente trabajo se fijó el 
diclorometano como solvente a utilizar en la fase dispersa, considerando que tanto la PCL, 
como la 6-metilcumarina son solubles en este solvente. 
 
 Tiempo de evaporación del solvente. 
Debido a los amplios reportes respecto al uso de DCM en la elaboración de 
micropartículas, se mantuvo como fijo un tiempo de evaporación de 3 horas con agitación 
constante a temperatura ambiente (Freitas et al., 2004). 
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 Volumen de fase orgánica. 
 
Otra variable importante respecto al solvente a utilizar es el volumen de éste respecto a la 
fase continua. Para el presente trabajo se dejó fijo que la fase dispersa sea un 10 % de la 
fase continua. 
 
 Secado de las micropartículas obtenidas. 
 
EL proceso de secado de las micropartículas luego de la separación mediante 
centrifugación y lavados con agua desionizada, fue también una operación fija, en este 
caso se realizó mediante liofilización por 24 horas. 
 
 Tipo de estabilizante. 
 
La fase dispersante es otro de los factores que afectan las características de las 
micropartículas obtenidas por el método de emulsión – evaporación del solvente, por lo 
cual es importante establecer el volumen de fase y los componentes que hacen parte de 
esta. Dentro de los componentes de la fase dispersante, se encuentra principalmente el 
estabilizante utilizado para la formación de la emulsión, diversos estabilizantes han sido 
utilizados, como por ejemplo el alcohol polivinílico (PVA) parcialmente hidrolizado (André–
Abrant et al., 2001) e cual fue seleccionado para la elaboración de la MPs. En este caso 
se evaluó cuál es la proporción de estabilizante que favorece la obtención de Mps con alto 
rendimiento, eficiencia de encapsulación y con menor tamaño de partícula.  
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Inicialmente los sistemas micropartículados elaborados mediante el diseño experimental 
fueron estudiados mediante calorimetría diferencial de barrido (Figura 2-5). Los análisis 
térmicos se realizaron con el fin de evaluar posibles interacciones entre los componentes 
de la formulación y de esta manera verificar la formación de las micropartículas.  
 
Figura 2-5. Evaluación por DCS de la posible interacción entre 6-metilcumarina y 
policaprolactona de diferentes pesos moleculares. 
 
A. 6-metilcumarina, B. Policaprolactona, C. Mezcla física PCL + 6MC, D. Microparticulas con 
6-metilcumarina. 
 
En los termogramas de la figura 2-5, se observa para 6MC una señal endotérmica a 72.68 
°C, correspondiente a su punto de fusión. Para el polímero PCL45000 Da observamos una 
señal endotérmica en 55.6 °C lo cual es atribuido a la temperatura de fusión (Woodruff y 
Hutmacher 2010). Por otra parte, en los termogramas de las mezclas físicas se observan 
claramente las dos señales correspondientes al polímero y a la 6MC, lo que significa que 
no existe interacción entre el polímero y la 6MC. Mientras que, para las micropartículas se 
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observa una única señal endotérmica, a una temperatura inferior y diferenciada en 
aproximadamente 7 °C respecto a la fusión de PCL, lo cual puede interpretar como una 
dispersión a nivel molecular de 6MC en PCL formando las micropartículas (Hombreiro 
Pérez et al., 2000). Todos los sistemas elaborados tuvieron el mismo comportamiento. 
 
Complementariamente, mediante microscopía electrónica de barrido se obtuvieron 
fotografías que evidencian la formación de micropartículas en los ensayos realizados. En 
la figura 2-6, se muestra uno de los lotes elaborados, observándose que utilizando la 
metodología propuesta se obtienen partículas de tamaño micrométrico con apreciable 
forma esférica y cierta dispersidad de tamaños de partículas (entre 1 y 7 µm 
aproximadamente). 
 
Figura 2-6 Fotografía obtenida por microscopía electrónica de barrido para las 
micropartículas cargadas con 6-metilcumarina, obtenidas del diseño experimental 
Plackett – Burman. 
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Teniendo en cuenta la caracterización física los termogramas por DCS y las fotografías por 
microscopía electrónica de barrido en donde confirmamos que se obtuvieron 
micropartículas en todos los ensayos propuestos en el diseño experimental, se procedió a 
analizar la influencia de cada uno de los factores sobre las características de las 
micropartículas obtenidas. En la figura 2-7 se observa el efecto medio de cada uno de los 
factores sobre las variables respuesta de caracterización de las micropartículas 
 
Figura 2-7. Efecto de algunos factores, sobre las variables respuesta evaluadas de 
las micropartículas obtenidas. 
 
Prueba t student, * p<0.05 
 
La interpretación de los resultados se realiza observando el efecto que ejerce cada factor 
sobre cada variable evaluada, el tamaño de las barras es reflejo de la magnitud del efecto 
presentado. Así pues, si el valor del efecto es negativo, indica que el factor en su nivel 
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superior conlleva a una disminución de la variable respuesta, por el contrario si el valor del 
efecto es positivo, indica que dicho factor ejerce un efecto positivo sobre la variable 
respuesta. Con el fin de ver la significancia del efecto del factor sobre cada variable, se 
realizó un análisis de varianza simple, seguido del análisis mediante la prueba t student. 
Las barras que tienen asterisco, indican que el factor evaluado afecta de manera 
significativa la variable respuesta. Para este caso, el objetivo del diseño fue encontrar el 
nivel del factor que permita tener un mayor rendimiento y eficiencia de encapsulación y un 
menor tamaño de partícula, aunque es necesario aclarar que el efecto sobre el tamaño de 
partícula no fue determinante para la toma de decisiones ya que en todos los ensayos se 
obtuvieron tamaños en el rango micrométrico.  
 
En la figura 2-7, se observa que para el caso de la concentración del polímero (Factor A), 
el efecto sobre el rendimiento y la eficiencia de encapsulación es positiva, es decir que 
cuando el polímero se utiliza en una concentración de 4% se favorece positivamente el 
rendimiento y la eficiencia de encapsulación. Este resultado concuerda con otros 
reportados, donde el aumento de la concentración de polímero (PLA y PLGA) también 
favorece la eficiencia de encapsulación (Freiberg y Zhu, 2004). El efecto de la 
concentración del polímero sobre la eficiencia de encapsulación, es explicado por la 
velocidad de solidificación del polímero, ya que a mayor concentración del polímero tanto 
la velocidad de solidificación de este, como la viscosidad de la fase dispersa aumentan. 
Estas dos características inducen una disminución de la velocidad de difusión del fármaco 
hacia la fase dispersante y por ende logran un mayor atrapamiento de fármaco por parte 
del polímero (Yeo y Park, 2004). Adicionalmente, se observa que para el tamaño de 
partícula ejerce un efecto negativo, es decir al aumentar la concentración de PCL el tamaño 
de partícula es menor, lo cual no es de esperarse, pues al tener una mayor cantidad de 
polímero el grosor de la película polimérica aumenta debiéndose obtener micropartículas 
de mayor tamaño (Freiberg y Zhu, 2004). Sin embargo, como se observa en la figura el 
efecto no es significativo y no es de gran magnitud, por esta razón se concluye que el nivel 
superior de PCL es decir concentración del polímero al 4 %, es más apropiado para la 
obtención de micropartículas de PCL cargadas de 6MC. 
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El efecto de la concentración de polímero, se encuentra conexo con la relación fármaco: 
polímero (factor C), como se puede observar en la figura 2-7, en su nivel positivo, es decir 
cuando la relación fármaco: polímero es de 1:2 se ve un aumento significativo en el 
rendimiento y en la eficiencia de encapsulación. Al existir una mayor cantidad de polímero, 
es decir en la relación 1:2, el polímero atrapa de manera más eficiente el fármaco y de esta 
manera la eficiencia de encapsulación es mayor, pues las pérdidas por difusión a la fase 
dispersante es menor (Li et al., 2008c). Por esta razón, este factor en su nivel superior es 
decir proporción fármaco: polímero 1:2 es el seleccionado para la obtención de las 
micropartículas de PCL cargadas de 6MC. 
 
En relación al agente estabilizante, este juega un papel importante en el proceso de 
emulsificación siendo el responsable de que las gotas de la emulsión puedan formarse y 
mantenerse en el tiempo. Para este caso, se evaluó la influencia de la concentración de 
PVA en la fase dispersante (Factor B), obteniéndose que en su nivel superior, es decir 4%, 
induce una disminución en el rendimiento, en la eficiencia de encapsulación y el tamaño 
de partícula, siendo estadísticamente significativo sólo en este último parámetro, Este 
efecto es debido a que, como es ampliamente conocido, la cantidad de agente 
emulsificante es inversamente proporcional al tamaño de gota obtenidas (Sinko, 2006) 
produciendo en este caso partículas más pequeñas. Este hecho ha sido evidenciado por 
otros autores quienes encontraron que al aumentar la concentración de PVA en el proceso 
de obtención de micropartículas de PLA –PCL, disminuye el tamaño de partícula obtenidos 
(Kemala et al., 2012; Bolourtchian et al., 2005). Sin embargo, teniendo en cuenta que el 
método empleado para la recuperación y el lavado de micropartículas es la centrifugación 
a 8500 rpm, partículas de tamaño muy pequeño pueden ser perdidas en el sobrenadante 
disminuyendo así el rendimiento del proceso como se vio en los resultados obtenidos en 
el presente trabajo. Por esta razón, a pesar de que a una concentración de PVA del 4 %, 
disminuye el tamaño de las micropartículas obtenidas, el hecho que este factor disminuya 
el rendimiento y la eficiencia de encapsulación, factores que es necesario aumentar es 
aconsejable entonces utilizar el PVA en el nivel inferior, es decir al 2 %. 
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En el caso del volumen de fase acuosa (Factor E), en su nivel superior es decir 50 mL, 
mostró un aumento estadísticamente significativo en la eficiencia de encapsulación y en el 
rendimiento mientras que indujo una disminución no significativa en el tamaño de partícula. 
Este comportamiento es debido a que un gran volumen de la fase dispersante genera un 
mayor gradiente de concentración del solvente orgánico en la fase en la que se está 
diluyendo la fase orgánica conllevando a un aumento en la velocidad de solidificación del 
polímero que se ve reflejado en un aumento en la eficiencia de encapsulación (Yeo y Park, 
2004). De igual manera, se ha reportado que el aumento en el volumen de a fase 
dispersante ejerce un efecto en la disminución del tamaño de partícula (André-Abrant et 
al., 2001). Es por esto que el volumen de la fase dispersante se seleccionó en su nivel 
superior, es decir 50 mL. 
 
Además de conocer la influencia de los materiales de partida sobre las propiedades de las 
micropartículas, también es necesario identificar el efecto de las condiciones de operación. 
Para esto se evaluó la influencia de la adición de isopropanol como ayudante de la 
evaporación del solvente así como la intensidad y tiempo de emulsificación. 
 
Teniendo en cuenta que velocidad de evaporación del solvente influye sobre la velocidad 
de solidificación del polímero y por lo tanto sobre las propiedades del sistema 
micropartículado (Yeo y Park, 2004), la adición de isopropanol (Factor D), tiene como 
objetivo de promover la difusión del solvente orgánico hacia la fase acuosa y de esta 
manera aumentar la velocidad de solidificación del polímero (Rosas et al., 2001). Aunque 
no se determinó la solubilidad de 6MC en mezcla de solventes, es posible sugerir que la 
disminución de la eficiencia de encapsulación con la presencia de isopropanol, puede 
deberse a que este actúa como un cosolvente que induce la migración de 6MC en agua, 
lo que conlleva a una pérdida de 6MC, produciendo así una disminución de la eficiencia 
de encapsulación.  
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En este sentido al realizar una comparación de los parámetros de solubilidad es posible 
entender este aspecto. Según el parámetro de solubilidad encontrado para 6MC 22.4 MPa 
1/2 y el reportado para PCL 19.52 MPa 1/2, DCM 20.3 MPa 1/2 e isopropanol 23.5 MPa 1/2, y 
teniendo en cuenta que entre más cercanos sean los parámetros de solubilidad mayor es 
la interacción entre los compuestos podemos ver que 6MC es más afín con el isopropanol 
que con DCM, lo cual explica la disminución en la eficiencia de encapsulación cuando se 
adiciona isopropanol durante el proceso de evaporación del solvente. Es por eso que para 
el caso de las micropartículas de PCL cargadas de 6MC, no es aconsejable el uso de 
isopropanol.  
 
La agitación es uno de los parámetros más importantes que pueden condicionar el tamaño 
de las micropartículas (Li et al., 2008c). En cuanto a la intensidad de agitación (Factor F) 
en su nivel superior es decir 14500 rpm, mostró un aumento en el rendimiento y la eficiencia 
de encapsulación y una disminución en el tamaño de partícula, en los tres casos el efecto 
no fue significativo. El efecto sobre el tamaño de partícula ha sido reportado en donde se 
observó que un aumento en la velocidad de agitación conlleva a la disminución en el 
tamaño de partícula (Mateovic et al., 2002). Este factor fue fijado en su nivel superior es 
decir 14500 rpm. 
 
Por otra parte, el tiempo de agitación (Factor G) mostró una disminución en el rendimiento 
y un aumento de la eficiencia de encapsulación de manera no significativa, adicionalmente 
se observó una influencia significativa sobre el tamaño de partícula que en su nivel superior 
favorece un tamaño de partícula menor, razón por la cual se seleccionó 5 min como tiempo 
de agitación.  
 
De acuerdo a los resultados obtenidos se seleccionaron las condiciones experimentales 
resumidas en la tabla 2-2, para la elaboración de micropartículas poliméricas de 6MC por 
el método de emulsificación-evaporación del solvente. 
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Tabla 2-2. Nivel seleccionado para la elaboración de micropartículas de PCL 




PCL (%) 4 
PVA (%) 2 
6MC (Fco: Pol) 1:2 
Isopropanol Ausencia 
Fase acuosa (mL) 50 
Int Agitación (rpm) 14500 
Tiempo agitación (min) 5 min 
 
Una vez establecidas las condiciones experimentales más favorables se elaboraron tres 
lotes independientes con el fin de evaluar la reproducibilidad del proceso y la respuesta de 
la combinación de factores sobre las propiedades de las micropartículas; los resultados se 
resumen en la tabla 2-3. Otras propiedades como la carga de fármaco y el potencial Z 
fueron evaluados con el fin de obtener una mejor caracterización de las micropartículas 
obtenidas. El valor de potencial zeta refleja la carga de la superficie de las partículas y 
según ha sido reportado este valor depende principalmente de tres factores: la naturaleza 
química del polímero, el emulsificante y el valor del pH del medio (Mora-Huertas et al., 
2010). Para este estudio se realizó la medición del potencial Z de las micropartículas en 
un medio con cloruro de sodio 1mM sin control de pH. Los valores de potencial Z 
encontrados presentan un valor medio de -0.67 lo cual puede ser considerado 
prácticamente cero, reflejando que no hay características de carga sobre la superficie de 
las micropartículas, debido a que ni PCL, ni el PVA, empleado como emulsificante, ni la 
6MC presentan una carga neta aparente en su estructura. 
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Como se puede observar en los parámetros evaluados a los tres lotes diferentes, no se 
presentan diferencias superiores al 5 %, mostrándonos así una reproducibilidad del 
método de elaboración de micropartículas poliméricas de PCL cargadas de 6MC (Tabla 2-
3). 
 
Tabla 2-3. Propiedades de micropartículas poliméricas de 6MC, con PCL 45000 
Propiedad Valor CV (%) 
Rendimiento (%)       85.1  
 
0.7 
Eficiencia de Encapsulación (%) 61.4 1.3 
Carga de Fármaco (mg 6MC/ mg Mp) 0.20 2.5 
Tamaño de Partícula (µm)     4.1  
 
4.9 
Potencial Z (mV) -0.67 4.6 
Los valores son presentados como el promedio de tres lotes independientes y el coeficiente de 
variación (CV). 
 
La combinación de las condiciones experimentales de acuerdo a lo obtenido en el diseño 
experimental, conllevó a la obtención de micropartículas con un mejor rendimiento del 
proceso, comparado con los obtenidos en cada uno de los ensayos realizados durante el 
establecimiento de dichas condiciones, de igual manera se observa este efecto positivo 
sobre la eficiencia de encapsulación. En cuanto al tamaño de partícula vemos que este se 
encuentra dentro del rango de tamaño de las micropartículas obtenidas inicialmente. 
Adicionalmente, se obtuvo un índice de polidispersidad de 0.378 ± 0.024 lo cual indica que 
el tamaño de partícula de las muestras es de tipo monodisperso. Así pues, es posible 
evidenciar la efectividad de la aplicación del diseño experimental tipo Plackett - Burman, 
para definir la mejor combinación de factores estudiados que conllevan a mejorar algunas 
propiedades de las micropartículas desarrolladas. 
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Con el propósito de obtener tres formulaciones con perfiles de liberación diferentes, con el 
fin de realizar el estudio de correlación in vitro – in vivo, se propusieron modificaciones en 
la formulación empleando siempre las mismas condiciones de elaboración definidas 
anteriormente. 
 
Inicialmente se propuso la modificación del peso molecular de la policaprolactona, para lo 
cual se utilizaron, además de PCL de 45000 Da con la cual se establecieron las 
condiciones experimentales definidas anteriormente, PCL de 14000 Da y PCL de 70000 
Da y. Con cada uno de los polímeros se realizaron tres lotes independientes y se 
caracterizaron, en términos de rendimiento del proceso, eficiencia de encapsulación, carga 
de fármaco, tamaño de partícula, potencial Z, morfología de las micropartículas y perfiles 
de liberación.  
 
En la tabla 2-4, se resumen los resultados de las propiedades evaluadas para las 
micropartículas desarrolladas. Según los resultados obtenidos, podemos observar que la 
eficiencia y la carga de fármaco aumentan a medida que aumenta el peso molecular del 
polímero.  
 
Tabla 2-4. Propiedades de micropartículas de policaprolactona de diferente peso 






Carga de Fármaco (mg 





PCL 14000 69.9 ± 4.1 56.2 ± 0.5 0.19 ± 0.002 2.9 ± 0.2 -0.591 ± 0.04 
PCL 45000 85.1 ± 0.6 61.4 ± 0.8 0.20 ± 0.005 4.1 ± 0.2 - 0.673 ± 0.03 
PCL 70000 84.7 ± 5.3 75.9 ± 0.6 0.24 ± 0.005 7.1 ± 0.3 - 0.395 ± 0.08 
Los valores son presentados como el promedio ± la desviación estándar de tres lotes 
independientes. 
Capítulo 2  97 
 
 
La diferencia del peso molecular de PCL puede causar cambios en la viscosidad de la 
solución generada en DCM, lo cual conlleva a que la velocidad de solidificación sea 
diferente, afectando diferentes propiedades de las micropartículas entre ellas la eficiencia 
de encapsulación (Yeo y Park, 2004; André-Abrant et al., 2001; Li et al., 2008c).  
 
Visualmente al preparar la fase dispersa se observó una viscosidad mayor a medida que 
aumentaba el peso molecular de PCL. Con el fin de ser más precisos, la viscosidad de la 
fase dispersa fue determinada empleando un viscosímetro de Brookfield. Estos resultados 
se resumen en la tabla 2-5 y se comprueba el peso que la viscosidad de la fase dispersa 
(PCL 4% y 6MC 2% disueltos en DMC) aumenta con el peso molecular del polímero 
empleado. 
 
Tabla 2-5. Viscosidad de fase dispersa (PCL 4 % y 6MC 2 % disueltas en DCM). 





Relacionado estos resultados con la eficiencia de encapsulación (tabla 2-4) podemos 
encontrar que a mayor viscosidad de la fase dispersa mayor es la eficiencia de 
encapsulación como se puede ver en la Figura 2-8A. Esto se debe a que dicha viscosidad 
determina la facilidad con la cual la 6MC difunde hacia la fase dispersante, es decir a mayor 
viscosidad, la difusión de 6MC hacia la fase continua es menor, permitiendo así una mayor 
cantidad de 6MC atrapada dentro de las micropartículas (Yeo y Park, 2004; André-Abrant 
et al., 2001).  
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Figura 2-8 Efecto de la viscosidad de la fase dispersa sobre la eficiencia de 
encapsulación y el tamaño de partícula. 
 
A: Efecto de la viscosidad de la fase dispersa sobre la eficiencia de encapsulación. B: Efecto de la 
viscosidad de la fase dispersa sobre el tamaño de partícula 
Respecto al tamaño de partícula, como ha sido descrito previamente, cuando se emplea 
el método de emulsificación - evaporación del solvente, este es afectado principalmente 
por la concentración del polímero, la temperatura, la viscosidad, la velocidad de 
emulsificación y la cantidad de emulsificante. De las variables expuestas, en esta etapa 
del estudio únicamente se varió la viscosidad de la fase dispersa (por el empleo de 
polímeros de diferente peso molecular). El tamaño de partícula está relacionada con la 
viscosidad de las fases de la emulsión mediante la siguiente ecuación 2-5 (Li et al., 2008c): 
 
𝒅𝟑𝟐 = 𝑨(𝝁𝒅/𝝁𝒄)𝟎.𝟐𝟓 Ecuación 2-5 
 
Donde d32 es el diámetro promedio (Sauter´s diameter) de las micropartículas µd es la 
viscosidad de la fase dispersante y µc la viscosidad de la fase dispersa, A es un coeficiente 
que depende de diversos factores como la velocidad de agitación, el diámetro del agitador 
entre otros (Li et al., 2008c).  
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Considerando que, en estos ensayos la viscosidad de la fase continua también permaneció 
constante (4.5 cP), el cambio en el tamaño de partícula puede ser atribuido exclusivamente 
a la viscosidad de la fase dispersa, razón por la cual el coeficiente de determinación entre 
estas dos variables es 1 (Figura 2-8A). 
 
En la figura 2-9, se presentan las fotografías obtenidas por microscopía electrónica de 
barrido, en donde se comprueba la formación de las micropartículas y se observa una 
morfología esférica y con una superficie lisa para todos los casos. 
 
Figura 2-9. Fotografía obtenida por microscopía electrónica de barrido de las 
micropartículas poliméricas de 6MC , con PCL de diferente peso molecular. 
 
A: PCL 14000 Daltons, B: PCL 45000 Daltons, C: PCL 70000 Daltons 
 
Recordando que para el desarrollo de una CIVIV, es necesario la obtención de tres 
formulaciones que tengan perfiles de liberación diferentes que puedan ser clasificadas 
como de alta, media y baja velocidad de liberación, se evaluó el perfil de liberación de las 
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formulaciones obtenidas con el fin de comprobar si se presentaban los tres perfiles 
esperados. Para este fin, se llevaron a cabo los ensayos de disolución empleado la 
metodología previamente descrita, usando como medio de disolución una solución 
amortiguadora de pH 1.2 y 6.8. Los perfiles de liberación para cada uno de los sistemas 
en los dos pH fueron similares, como se muestra en la figura 2-10. 
 
Figura 2-10. Perfiles de liberación de 6MC a partir de micropartículas de PCL con 
diferente peso molecular. 
 
Perfiles en buffer pH 1.2 (A) y buffer fosfatos pH 6.8 (B) a 37°C. En la figura se presenta como el 
promedio ± desviación estándar de tres lotes independientes. 
 
Cualitativamente en la figura 2-10, se puede observar que existen diferencias entre los 
perfiles de liberación de las micropartículas elaboradas con PCL de diferente peso 
molecular. En todas las formulaciones se presenta una velocidad de liberación alta durante 
los primeros 60 min, la cual es atribuida a la cantidad de fármaco adsorbido sobre la 
superficie de las micropartículas, conocido también como el efecto “Burst”. Aunque 
también, este efecto también puede atribuirse a la difusión de 6MC a través de canales o 
poros que puedan formarse en la superficie de las micropartículas durante el proceso de 
fabricación (Yeo y Park, 2004). Sin embargo, como observamos en la figura 2-9, 
aparentemente la superficie de las micropartículas es lisa y no se presenta ningún tipo de 
canales o poros que puedan contribuir a este efecto. Por tal motivo es posible sugerir que 
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el efecto “Burst” presentado se debe principalmente a la cantidad de fármaco adsorbido 
sobre la superficie de la micropartícula. El efecto “Burst”, puede ser afectado por diferentes 
variables, como por ejemplo el peso molecular del polímero informándose que un bajo 
peso molecular resulta en un alto efecto “Burst” debido a que presenta una mayor velocidad 
de erosión (Yeo y Park, 2004). 
 
Aunque visualmente, se observa una diferencia en el perfil de liberación, es necesario 
realizar una comparación entre los perfiles obtenidos. Esta comparación se realizó 
calculando el factor de similitud entre los perfiles (Abdou, 1989). En la tabla 2-6, se 
resumen los valores de f2 encontrados para cada formulación comparada. 
 
Tabla 2-6. Valores de Factores de similitud, de perfiles de liberación de 
micropartículas de 6MC, con PCL de diferente peso molecular. 
 Valor f2 
PCL 45000 vs PCL 14000 66.6 
PCL 45000 vs PCL 70000 47.7 
PCL 14000 vs PCL 70000 41.2 
 
Esta comparación se realizó con el fin de determinar si los sistemas desarrollados cumplen 
con el requisito para poder continuar con el estudio de la CIVIV, objeto principal del 
presente trabajo, pero es en un capítulo posterior donde se profundizara sobre los modelos 
de liberación encontrados para los sistemas micropartículados desarrollados.  
 
Para conocer si existe o no diferencia entre las formulaciones se debe tener en cuenta que, 
cuando f2 presenta valores entre 50 y 100 se considera que los perfiles son similares 
(Abdou, 1989). Para nuestro caso tenemos entonces que los sistemas desarrollados con 
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PCL 45000 y PCL 14000 no presentan diferencia en su perfil de liberación, mientras que 
para los sistemas con PCL 45000 y PCL 70000 si existe diferencia en el perfil de liberación 
al igual que sucede en los sistemas de PCL 14000 y PCL 70000. De esta manera, tenemos 
que de las tres formulaciones solo dos presentan diferencias en sus perfiles de liberación, 
las cuales pueden ser usadas en el desarrollo de la CIVVI. Sin embargo, ya que dentro de 
las recomendaciones para el desarrollo de la CIVIV, es necesario contar con tres 
formulaciones con perfiles de liberación diferentes, se realizaron otras modificaciones en 
la formulación, como por ejemplo la adición de cloruro de sodio o sacarosa como agentes 
inductores de poros (Yeo y Park, 2004). 
 
De los tres sistemas desarrollados anteriormente se decidió continuar con el sistema de 
PCL 70000 como el sistema con una liberación lenta y con el sistema de PCL 45000, como 
sistema de liberación intermedia. Sobre este último se realizaron las modificaciones en la 
formulación y así evaluar la influencia de otros componentes de la formulación que 
permitieran la obtención de micropartículas de liberación rápida. 
 
La utilización de agentes inductores de la formación de poros en la elaboración de 
micropartículas poliméricas mediante el método de doble emulsificación ha sido descrita 
en varios trabajos y dentro de los comúnmente empleados se encuentra la lixiviación de 
sales, la adición de agentes efervescentes y la utilización de inductores osmóticos como 
la sacarosa y el cloruro de sodio (Lee et al., 2010; Shastri et al., 2003). 
 
Sales como el cloruro de sodio, son usados como inductores porogénicos al ser dispersos 
en la fase interna de la emulsión, lixiviados y disueltos en la fase acuosa durante la 
formación de las micropartículas, dejando así poros en la matriz polimérica (Lee et al., 
2010).  
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Dentro de los agentes efervescentes, el uso de bicarbonato de amonio, el cual es disuelto 
en la fase acuosa primaria de la formulación, en el método de doble emulsión (w/o/w) – 
evaporación del solvente. La formación de poros ocurre por la descomposición del 
bicarbonato de amonio formando espontáneamente gases de dióxido de carbono y de 
amonio que escapan de la matriz polimérica durante el periodo de evaporación del 
solvente, dejando poros en la micropartículas (Yang et al., 2009).  
 
El método empleado en esta investigación para la obtención de micropartículas poliméricas 
cargadas de 6MC, consistió en la emulsificación simple, formando una emulsión o/w debido 
a las propiedades de solubilidad de la 6MC y PCL. Sin embargo, como se describió en la 
metodología utilizada, inicialmente se realizó una primera emulsión w/o, como estrategia 
para la obtención de gotículas de menor tamaño debido a la subsecuente inversión de 
fases. Con el fin de evaluar la influencia de inductores de poros como el cloruro de sodio y 
sacarosa, se realizó la modificación en la obtención de la primera emulsión, es decir, se 
adicionaron 400 µL de la fase dispersante (solución acuosa de PVA 2%) que contenía la 
cantidad de cloruro de sodio o sacarosa a evaluar y se formó la primera emulsión con 
agitación a 7000 rpm por 1 min. Posteriormente, se adicionó el resto de fase dispersante 
sin el modificador osmótico, es decir solamente la solución acuosa de PVA 2%, y se 
emulsificó a 14500 rpm por 5 min. Las micropartículas obtenidas se caracterizaron en 
términos de tamaño de partícula, rendimiento del proceso, eficiencia de encapsulación y 
carga de fármaco. El porcentaje del agente porogénico se expresa en relación a los 400 





104 Estudio de la correlación in vitro – in vivo de la liberación de 6-metilcumarina a 
partir de un sistema micropartículado 
 









6MC/ mg Mps) 
Tamaño 
(µm) 
PCL 45000 vs PCL 45000 + NaCl 2% 
86.6 ± 4.3   45.5 ± 2.9 0.16 ± 0.002 
2.9 ± 
0.5 
PCL 45000 vs PCL 45000 + NaCl 0.5 % 
66.1 ± 3.5 47.1 ± 2.8 0.16 ± 0.001 
5.7 ± 
2.1 
PCL 45000 vs PCL 45000 + NaCl 1% 
83.3 ± 2.3 42.6 ± 2.0 0.14 ± 0.007 
2.4 ± 
0.4 
PCL 45000 vs PCL 45000 + Sacarosa 1 % 
63.4 ± 4.2 36.2 ± 3.4 0.12 ± 0.001 
3.1 ± 
1.0 
PCL 45000 vs PCL 45000 + Sacarosa 2 % 
59.4 ± 4.6 37.3 ± 1.7 0.13 ± 0.002 
4.9 ± 
0.9 
PCL 45000 vs PCL + Sacarosa 4 % 
62.2 ± 3.3 33.1 ± 2.9 0.11 ± 0.001 
4.0 ± 
0.9 
Los valores son presentados como el promedio ± la desviación estándar de tres lotes 
independientes. 
 
En términos generales en la tabla 2-7 podemos apreciar, que la eficiencia de encapsulación 
y la carga de fármaco, disminuyó en todos los casos, comparado con las micropartículas 
de referencia (PCL 45000, Eficiencia de encapsulación 61.4 %, carga de fármaco 0.20 %). 
 
Tanto el cloruro de sodio como la sacarosa actúan como un inductor de poros, que 
promueve la migración de agua conllevando así la formación de canales en la matriz 
polimérica. La disminución de la eficiencia de encapsulación es de esperarse ya que al 
existir poros en la matriz polimérica la pérdida de 6MC aumenta durante el proceso de 
evaporación del solvente. 
Capítulo 2  105 
 
 
Las fotografías obtenidas por microscopía electrónica de barrido para las micropartículas 
preparadas con PCL 45000 + cloruro de sodio 2 %, y PCL 45000 + sacarosa al 2 % se 
observan en la figura 2-11. En donde a pesar que no se logró obtener fotografías de mejor 
calidad, se observa la formación de poros en la superficie de las micropartículas obtenidas 
con el inductor de poros cloruro de sodio al 2 %. 
 
Figura 2-11. Fotografía obtenida por microscopía electrónica de barrido de las 
micropartículas poliméricas de 6MC con inductores porogénicos. 
 
A: Micropartículas de PCL 45000 + Sacarosa 2 %. B: Micropartículas de PCL 45000 + NaCl 2 %, 
ambas cargadas de 6-metilcumarina 
 
El objetivo principal de la modificación fue obtener un sistema micropartículado con un 
perfil de liberación diferente a los ya obtenidos anteriormente con los sistemas elaborados 
con PCL 45000 y PCL 70000. Para esto se evaluó el perfil de liberación de los sistemas 
micropartículados desarrollados en las mismas condiciones descritas anteriormente. 
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Los resultados en cuanto al perfil de liberación se presentan en la Figura 2-12, donde se 
observa comparativamente el comportamiento de las micropartículas con adición de un 
inductor de poros, como el cloruro de sodio y la sacarosa.  
 
Figura 2-12. Perfiles de liberación de 6MC a partir de micropartículas de PCL con 
diferente peso molecular. 
 
 
Perfiles en buffer fosfatos pH 6.8 a 37°C. En la figura se presenta como el promedio ± desviación 
estándar de tres lotes independientes. 
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Como podemos apreciar en la Figura 2-12, al utilizar sacarosa dentro de la formulación en 
ninguno de los niveles evaluados presentó una diferencia significativa respecto a la 
formulación de PCL 45000, mientras que para las formulaciones con adición de cloruro de 
sodio, solamente cuando este se encontraba al 2 % se presentó una diferencia en el perfil 
de liberación, se observa una mayor liberación de 6MC, sin embargo, en concentraciones 
de 0.5 y 1 % de NaCl no se presentaron diferencias cualitativas en los perfiles de liberación. 
 
Con el fin de comparar los perfiles de liberación obtenidos, esta se realizó mediante el 
cálculo del factor de similitud, los resultados se muestran en la tabla 2-8, en donde se 
confirma lo observado cualitativamente, es decir que solamente la formulación con la 
adición de cloruro de sodio al 2 % en la fase dispersante presentó un perfil de liberación 
diferente a la formulación de referencia, con un factor de similitud de 45.6. 
 
Tabla 2-8. Factores de similitud, de perfiles de liberación de micropartículas de 
6MC, con PCL 45000 y utilizando inductores porogénicos. 
 Valor f2 
PCL 45000 vs PCL 45000 + NaCl 2 % 45.6 
PCL 45000 vs PCL 45000 + NaCl 0.5 % 88.7 
PCL 45000 vs PCL 45000 + NaCl 1 % 88.2 
PCL 45000 vs PCL 45000 + Sacarosa 1 % 93.6 
PCL 45000 vs PCL 45000 + Sacarosa 2 % 93.1 
PCL 45000 vs PCL 45000 + Sacarosa 4 % 84.6 
 
Basados en los factores de similitud de los perfiles de liberación, se escogieron tres 
formulaciones, con el fin de continuar con los demás estudios de disolución, 
farmacocinética y finalmente la CIVIV. Los sistemas escogidos y sus propiedades se 
resumen en la tabla 2-9. 
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Tabla 2-9. Propiedades de micropartículas poliméricas de 6MC, seleccionadas para 















85.1 ± 0.6 61.4 ± 0.8 0.20 ± 0.005 4.1 ± 0.2 




84.7 ± 5.3 75.9 ± 0.6 0.24 ± 0.005 7.1 ± 0.2 
- 0.673 ± 
0.03 
47.7 
PCL 45000 + 
NaCl 86.6 ± 4.3 45.4 ± 2.9 0.16 ± 0.002 2.9 ± 0.5 
- 0.558 ± 
0.02 
45.6 
Los valores son presentados como el promedio ± la desviación estándar de tres lotes 




Con el objetivo de desarrollar y estandarizar una metodología para la obtención de 
micropartículas de policaprolactona cargadas de 6-metilcumarina fue posible: 
 
Identificar la influencia de algunas variables sobre el rendimiento del proceso, la eficiencia 
de encapsulación, el efecto “Burst” y el tamaño de partícula en la elaboración de 
micropartículas de PCL cargadas con 6MC seleccionando la siguiente combinación de 
variables: 4 % de PCL y una relación 6MC:PCL 1:2, y en la fase acuosa un volumen de 50 
mL y el volumen de fase oleosas fue fijado con anterioridad a 10 % de la fase acuosa, con 
2 % de alcohol polivinílico (PVA), y para la formación de la emulsión una intensidad de 
agitación de 14500 rpm y 5 min de agitación. Los sistemas desarrollados fueron 
reproducibles en las propiedades evaluadas. 
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Se desarrollaron tres sistemas micropartículados con diferentes perfiles de liberación, cuyo 
factor de similitud fue menor a 50 en todos los casos, gracias a la utilización de PCL de 
diferente peso molecular PCL 70000 y PCL 45000, y a la adición de compuestos 







3. Evaluación de la disolución de 
micropartículas de policaprolactona 
cargadas de 6-metilcumarina. 
 
 Aspectos generales 
 
La disolución es el proceso dinámico por el cual las partículas de una sustancia sólida son 
liberadas y entran en contacto, molécula a molécula, con un líquido o solvente llegando a 
una fase final de solución, este fenómeno es principalmente controlado por la afinidad entre 
el sólido y el medio (Abdou, 1989; Sinko, 2006). Complementariamente, el proceso es 
definido como la cantidad conocida de un fármaco que pasa a solución por unidad de 
tiempo, bajo condiciones estandarizadas (Frost, 2004). 
 
Como bien lo dice la definición, se trata de un proceso que puede ser modificado variando 
las condiciones en las que se realiza, a diferencia de la solubilidad, que es una propiedad 
termodinámica característica de un soluto en un solvente dado y que sólo varía con la 
temperatura. Es así como podemos tener diferentes perfiles de disolución (cantidad de 
fármaco disuelta en función del tiempo) según las condiciones del ensayo (Aragón, 2009). 
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El interés en el comportamiento de la disolución de medicamentos es relativamente nuevo, 
en 1987, Arthur A. Noyes y Willis R. Whitney, estudiaron la disolución del ácido benzoico 
y el cloruro de plomo, planteando que la velocidad de disolución es proporcional a la 
diferencia entre la concentración obtenida al tiempo t y la solubilidad del compuesto. 
Adicionalmente, se sugirió que la velocidad de disolución es controlada por la velocidad de 
difusión, a través de una capa delgada formada alrededor de la superficie de la partícula, 
hasta llegar al seno de la solución (Costa y Sousa Lobo, 2001). Erich Brunner y Stanislaus, 
ampliaron la ecuación planteada por Noyes y Whitney, basados en sus resultado, los 
cuales mostraron que la velocidad de disolución depende en gran medida de la química y 
la estructura física del sólido, el área superficial expuesta al medio, el tipo y la velocidad 
de agitación, así como la temperatura del medio. En 1994, Brunner, incluyó el concepto de 
la capa de difusión de la segunda Ley de Fick, introduciendo una nueva relación entre la 
constante de disolución y el coeficiente de difusión del soluto (Abdou, 1989; Dokoumetzidis 
y Macheras, 2006).  
 
El primer estudio para investigar la correlación entre la biodisponibilidad y la disolución fue 
realizado por Nelson en 1957 quien encontró una marcada diferencia entre el valor del pico 
y la duración de los niveles plasmáticos de teofilina en diferentes sales comercialmente 
disponibles. Sus estudios confirmaron que la velocidad de disolución intrínseca de las sales 
es el factor que controla la concentración y la velocidad de acumulación en sangre. En 
1959, Shenoy trato de establecer una correlación directa entre el fármaco liberado in vitro 
e in vivo, estudiando pellets de liberación sostenida, mostrando que la biodisponibilidad 
fisiológica de anfetamina medida en datos de excreción urinaria, depende únicamente de 
la velocidad de disolución in vitro (Abdou, 1989).  
 
Entre 1965 y 1970, se realizaron varios estudios enfocados en demostrar la influencia de 
la velocidad de disolución sobre la biodisponibilidad, así como de la incidencia de la 
variación de excipientes sobre la velocidad de disolución y por ende sobre la 
biodisponibilidad. A partir de los años 70s fueron incluidos como oficiales los métodos para 
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evaluar la disolución de tabletas y cápsulas, reconociéndose el valor de los ensayos de 
disolución como una herramienta para el control de calidad de estos productos. Es así 
como en 1970 se incluye el aparato 1 de disolución (Cestas o canastas) y en 1978, el 
aparato 2 (paletas) (Abdou, 1989). 
 
En cuanto a la liberación desde sistemas de liberación controlada, aunque en los 60s 
Higuchi explicó modelos de liberación de estos sistemas, fue hasta 1985 con los aportes 
realizados por Peppas, cuando se inició un gran crecimiento en este campo. Se introdujo 
una ecuación semiempírica (llamada Ley de Fuerza) para describir la liberación del 
fármaco a partir de sistemas poliméricos. A partir de este momento, se han publicado en 
la literatura múltiples modelos, de tipo mecanístico que intentan describir la liberación de 
un fármaco a partir de un sistema de liberación controlada determinado. En los últimos 
años, se han utilizado las simulaciones Monte Carlo para estudiar la liberación de 
fármacos, demostrando que la función de Weibull es la herramienta más poderosa para la 
descripción de la cinética de liberación, ya sea en espacios euclidianos o fractales (Costa 
y Sousa Lobo, 2001). 
 
Para compuestos como la 6MC que presentan una baja solubilidad y una alta 
permeabilidad, la disolución in vivo puede ser el paso limitante en la absorción oral. En 
estos casos, los perfiles de disolución in vitro asumen un papel fundamental en el control 
de calidad de las formulaciones sólidas conteniendo este tipo de fármacos con el fin de 
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Propiedades fisicoquímicas y fisiológicas que afectan el proceso de disolución.  
 
La disolución de un fármaco, que es administrado en una forma farmacéutica sólida por la 
vía oral, es prerrequisito para la absorción del fármaco, que a su vez influye sobre la 
velocidad y fracción de la dosis administrada que alcanza circulación sistémica. Los 
factores que afectan la velocidad de disolución pueden ser clasificados en tres categorías 
principales: Primero los factores relacionados con las propiedades fisicoquímicas del 
fármaco, segundo, factores relacionados con la forma farmacéutica y tercero los factores 
relacionados con el aparato y los parámetros del ensayo que simulan los factores 
fisiológicos (Abdou, 1989; Jambhekar y Breen, 2013; Hörter y Dressman, 2001). En este 
sentido, los diferentes modelos de disolución muestran que la difusión del fármaco, la 
solubilidad en el tracto gastrointestinal y el área superficial del sólido humectado por el 
fluido del tracto gastrointestinal juegan un papel importante en la determinación de la 
velocidad de disolución in vitro (Waterbeemd y Jones, 2003).  
 
La ecuación de Noyes – Whitney, ilustra mejor los factores, que desde el punto de vista 








*  Ecuación 3-1 
 
En donde Cs es la solubilidad del fármaco en el medio de disolución; A, es el área 
superficial disponible para la disolución; D, es el coeficiente de difusión del fármaco; h, es 
el espesor de la capa adyacente a la superficie de la partícula y C es la concentración de 
fármaco disuelta en el seno de la solución, que en condiciones de adecuada permeabilidad 
del parte del fármaco, tienden a ser cero (condiciones de “sink”) (Abdou, 1989). 
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La solubilidad del fármaco, es el factor que mayor influencia tiene sobre el control de la 
disolución desde la forma farmacéutica siendo el que determina la máxima concentración 
del fármaco que puede estar presente en la superficie de la membrana intestinal para ser 
absorbido. La solubilidad a su vez se ve afectada por factores como la estructura cristalina 
(polimorfismo), lipofilicidad y pKa, los cuales definen la solubilidad alcanzada en una 
determinada condición del tracto gastrointestinal (Abdou, 1989; Jambhekar y Breen, 2013; 
Hörter y Dressman, 2001). 
 
En importante considerar que la solubilidad del fármaco es afectada por la mayoría de los 
factores fisiológicos. En primer lugar, el pH de los fluidos gastrointestinales tiene una gran 
influencia sobre fármacos con grupos ionizables, teniendo que si el pH es mayor que el 
pKa del fármaco, lo cual ocurre principalmente en la zona intestinal, se ve un incremento 
de la solubilidad en el caso de compuestos de carácter ácido ácidos. De la misma manera, 
la presencia de compuestos anfifílicos, como las sales biliares actúan como agentes 
solubilizantes, y pueden por medio de la formación de micelas, incluir al fármaco en su 
interior incrementando su solubilidad aparente. Adicionalmente, el volumen de medio 
acuoso disponible para que el fármaco se disuelva es bastante relevante y este depende 
principalmente del volumen de agua con el que se administró el medicamento y de las 
secreciones propias del tracto gastrointestinal (Sinko, 2006). 
 
Otro factor, relacionado en la ecuación de Noyes – Whitney, es el área superficial 
disponible para la disolución (A). En este aspecto, variables como el tamaño de partícula 
son influyentes en la velocidad de disolución. Para incrementar la velocidad de disolución 
se acude a estrategias como la micronización, que dependiendo de la naturaleza de la 
partícula y del medio, puede llegar a favorecerla. En los casos en los que el fármaco es 
altamente hidrófobo, una reducción de esta naturaleza puede llevar a la aglomeración del 
material. En este contexto, las propiedades de humectación del medio sobre las partículas 
ejercen un efecto significativo en este proceso, en el que la presencia de compuestos con 
propiedades tensioactivas favorecen la disminución del ángulo de contacto sólido-líquido 
(Hörter y Dressman, 2001). 
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Otro componente de la ecuación de Noyes – Whitney que describen la disolución es el 
coeficiente de difusión o difusividad (D), la cual es descrita según la ecuación de Stokes-







  Ecuación 3-2 
Donde D es la difusividad, T es la temperatura,  es la viscosidad del medio, r es el radio 
de la molécula del fármaco y k es la constante de Boltzmann. Es así como la presencia de 
alimentos en el fluido gastrointestinal, dependiendo de su composición, puede variar la 
difusividad de un compuesto al variar la viscosidad del medio (Hörter y Dressman, 2001; 
Jambhekar y Breen, 2013). 
 
Y finalmente h, el espesor de la capa límite que se ve afectado por la agitación que exista 
en el medio. En el caso del tracto gastrointestinal existen diferentes tipos de movimientos 
que intervienen en los procesos de mezcla fisiológicos y que por consiguiente influyen en 
el proceso de disolución que se da en un fármaco, una vez este es administrado y 
posteriormente liberado a partir de una forma farmacéutica (Hörter y Dressman, 2001; 
Jambhekar y Breen, 2013). 
 
Tanto los factores relacionados con las propiedades fisicoquímicas como con las 
condiciones fisiológicas, son variables que se deben tener en cuenta cuando se requiere 
realizar estudios de disolución in vitro. Para el caso de fármacos con baja solubilidad esto 
resulta más influyente, puesto que la presencia de determinadas condiciones en el medio 
o modificaciones inherentes a las propiedades del fármaco inciden de manera importante 
en los procesos de disolución, por lo que se vuelve relevante el tratar de simular en los 
estudios que se realicen in vitro todos aquellos factores presentes in vivo (Dressman y 
Reppas, 2000).  
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3.1.1 Modelos de disolución 
 
La liberación de fármaco es el proceso por el cual éste deja la forma farmacéutica y queda 
disponible para ser absorbido, distribuido, biotransformado y eliminado desde el 
organismo, ejerciendo de paso su acción farmacológica (Waterbeemd y Jones, 2003).  
 
Varias teorías y modelos cinéticos describen la disolución de un fármaco desde formas 
farmacéuticas de liberación inmediata o modificada. Los modelos matemáticos que 
representan los perfiles de disolución, donde se expresa la cantidad de fármaco disuelta, 
desde el sistema de entrega administrado, en función del tiempo. Estos modelos llegan 
incluso a inferir algunos aspectos mediante el cual se da la liberación del ingrediente activo 
(Costa y Sousa Lobo, 2001). 
 
Cinética de orden cero. 
 
La disolución de un fármaco desde una forma farmacéutica que no se desintegra y que 
libera lentamente el fármaco, puede ser representado de la siguiente manera: 
 
tKQQt 00    Ecuación 3-3 
 
Donde Qt es la cantidad de fármaco disuelto en el momento t, Q0 es la cantidad inicial de 
fármaco en solución, generalmente cero, t es el tiempo en el cual se realiza la 
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determinación y K0 es la constante de liberación de orden cero (Sinko, 2006; Costa y Sousa 
Lobo, 2001). 
 
Esta cinética de liberación es característica de aquellas formas farmacéuticas sólidas que 
no desintegran como es el caso de los sistemas osmóticos, de liberación transdérmicos, 
matriciales y algunos, micro y nanopartículares, etc. Esta liberación del constante del 
fármaco asume una consiguiente absorción, también constante, por lo que se espera una 
acción farmacológica prolongada (Costa y Sousa Lobo, 2001). 
 
Cinética de orden uno 
 
La aplicación de este modelo a los estudios de disolución de fármacos en sus inicios fue 
propuesto por Gibaldi y Feldman y más tarde por Wagner a finales de 1960. Esta cinética 
de disolución de una partícula de sólido en un medio acuoso involucra una acción de 
superficie que puede ser expresada e identificada claramente mediante la ecuación de 





s   Ecuación 3-4 
Donde el cambio de concentración del fármaco (C) es función del tiempo (t), depende de 
la solubilidad del soluto (Cs) a la temperatura de estudio y K la constante de 
proporcionalidad de primer orden. Posteriormente Brunner incorporó a la ecuación anterior 
el área superficial del sólido (S) obteniendo la ecuación 3-5: 
 






s  1  Ecuación 3-5 
 
Donde k1 como nueva constante de proporcionalidad que, utilizando la ley de Fick, 
relaciona el coeficiente de difusión del soluto en el medio de disolución (D), el volumen del 




K 1  Ecuación 3-6 
 





s   Ecuación 3-7 
 
Donde dW/dt es la velocidad de paso de soluto a la solución a tiempo t, K representa la 
relación entre el coeficiente de difusión y el espesor de la capa de difusión (K=D/h). De 
esta manera la ecuación de Hixson y Crowell se escribe: 
 





ss   Ecuación 3-8 
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Donde K=K1S. Si una forma farmacéutica mantiene el área constante y se estudia en 
condiciones ideales (condiciones de “sink”) la ecuación se convierte en: 
 
 kts eVCW  1  Ecuación 3-9 
 















 Ecuación 3-10 
 
Donde, tQ  es la cantidad de fármaco liberada en el tiempo t, 0Q  es la cantidad inicial de 
fármaco en solución y K1 es la constante de liberación de primer orden. Las formas 
farmacéuticas que siguen este perfil de disolución son aquellas que contienen fármacos 
solubles en matrices porosas. En este caso, la liberación del fármaco es proporcional a la 
cantidad remanente en el interior de la forma farmacéutica de tal manera que la cantidad 




Esta ecuación puede ser aplicada a casi cualquier curva de disolución y expresa la 
cantidad de fármaco en solución acumulada (m) en un tiempo t.  
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El parámetro de escala a define la escala de tiempo del proceso. El parámetro de 
ubicación Ti representa el tiempo de latencia antes que inicie el proceso de disolución que 
en muchos casos puede ser cero. El parámetro de forma b, indica la forma de la curva, 
exponencial si b=1, sigmoide con punto de inflexión cuando b>1 o parabólico con una gran 
pendiente inicial si b<1. En términos logarítmicos la ecuación se puede expresar: 
 
     aTtbm loglog1lnlog   Ecuación 3-12 
 
Esta ecuación log-log relaciona de manera lineal –ln (1-m) con el tiempo t. El parámetro de 
forma se obtiene de la pendiente de la gráfica y el parámetro de escala a, es estimado del 
eje de las ordenadas cuanto t = 1. El parámetro a puede ser reemplazada por el tiempo de 
disolución, Td, a= (Td)
b y corresponde al tiempo en el que  m 1ln =1 donde m= 0.632 y 
Td representa el intervalo de tiempo necesario para liberar el 63.2% del fármaco presente 




Higuchi en 1961, desarrolló muchos modelos teóricos para estudiar la liberación de 
fármacos solubles y poco solubles en agua contenidos es matrices sólidas y semisólidas 
(Costa y Sousa Lobo, 2001). La disolución de un sistema plano con una matriz homogénea 
se tiene que: 
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  tCCCDQf sst  2  Ecuación 3-13 
 
Donde Q es la cantidad de fármaco liberado por unidad de área en un tiempo t, C es la 
concentración inicial de fármaco, Cs la solubilidad del fármaco en el medio y D es el 
coeficiente de difusión del fármaco en la matriz. 
 
Cuando se tiene un sistema matricial plano, como una tableta, donde además se tiene una 
cantidad de fármaco en la matriz mucho menor que su solubilidad y la liberación se da 







 2 Ecuación 3-14 
 
Esta ecuación además de los términos de la ecuación 3 - 13, tiene en cuenta la porosidad 
de la matriz ε y el factor de tortuosidad t. Este modelo asume que la superficie de la matriz 
no tiene ningún tipo de cubierta y que no es afectada significativamente por la presencia 
de agua. 
 
En general el modelo de Higuchi se puede resumir en: 
 
tKf Ht   Ecuación 3-15 
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Donde KH es la constante de disolución. Higuchi describe el proceso de liberación del 
fármaco, como un proceso de difusión basado en la ley de Fick, dependiente de la raíz 
cuadrada del tiempo. Esta relación puede ser utilizada para describir la disolución del 
fármaco desde varios tipos de sistema de liberación modificada como sistemas 
transdérmicos, tabletas matriciales con fármacos solubles en agua (Sinko, 2006; Costa y 




Hixson y Crowell establecieron que el área de partículas regulares es proporcional a la raíz 




0  Ecuación 3-16 
 
En donde Wo es la cantidad inicial de fármaco en la forma farmacéutica, Wt es la cantidad 
de fármaco remanente en la forma farmacéutica en un tiempo t y Ks es la constante que 
incluye la relación superficie-volumen. Esta expresión aplica a formas farmacéuticas tales 
como tabletas y donde la disolución ocurre en planos paralelos a la superficie del fármaco 
y sus dimensiones disminuyen proporcionalmente de tal manera que la geometría inicial 




124 Estudio de la correlación in vitro – in vivo de la liberación de 6-metilcumarina a 




En 1983, Korsmeyer et al. desarrollaron un modelo simple que relaciona de manera 
exponencial el fármaco liberado (ft) con el tiempo (t) utilizando una constante que involucra 
características estructurales y geométricas de la forma farmacéutica ( a ) y un exponente 
(n) que Peppas logró relacionar como indicativo de mecanismo mediante el cual se da la 
liberación del fármaco, argumentando que un valor n de 0.5 sugiere una difusión que sigue 








f   Ecuación 3-17 
 
Posteriormente, se desarrollaron modificaciones de esta ecuación incluyendo algunos 
parámetros que incluían el tiempo de latencia (l) y el efecto de carga o “Burst” (b) para 














 Ecuación 3-19 
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3.1.2 Liberación a partir de micropartículas de poliméricas. 
 
La liberación de un fármaco desde micropartículas poliméricas generalmente muestra un 
perfil controlado por la difusión y la erosión. En una primera etapa la liberación observada 
es debido al fármaco que se encuentra en la superficie de las micropartículas, esta 
liberación se da de forma rápida. Durante la segunda etapa, de liberación más lenta, la 
degradación del polímero juega un papel fundamental, y es necesario la erosión del 
polímero y la difusión del fármaco se den de manera complementaria, con el fin de 
mantener una liberación constante del fármaco (Amatya et al., 2013). 
 
La liberación del fármaco desde sistemas partículados poliméricos puede verse 
influenciado por diversos factores, como la composición del sistema (fármaco, polímero, y 
aditivos), el tamaño de las partículas, las interacciones físicas y químicas entre los 
componentes así como el método de preparación. De acuerdo a los mecanismos mediante 
los cuales el fármaco se libera desde las partículas puede ser calificada como: Liberación 
controlada por la difusión, liberación controlada por el solvente, liberación controlada por 
la degradación y liberación controlada por estímulos. En general, más de un mecanismo 
contribuye a la liberación del fármaco, aunque un mecanismo puede ser más influyente 
que otro (Lee y Yeo, 2015). 
 
Para el caso de sistemas micropartículados de PCL, se han reportado cinéticas de 
disolución de orden 1 para micropartículas que contienen extracto de Rosemary 
preparadas por el método de emulsificación evaporación del solvente (Yesil-Celiktas y 
Cetin-Uyanikgil, 2012). Para micropartículas cargadas de efavirenz los resultados 
muestran un ajuste de la liberación al modelo Higuchi, lo cual indica que la liberación está 
controlada por la difusión principalmente (Seremeta et al., 2013). De igual manera, 
micropartículas de PCL con lovastatina mostraron una liberación principalmente dominada 
por la difusión (Tarafder et al., 2013). 
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Como se puede ver, la liberación del fármaco de un sistema polimérico puede ser descrita 
como un proceso de difusión simple desde la matriz. En otros casos, la liberación del 
fármaco se da considerando solamente la degradación del polímero y como alternativa 
para explicar la liberación del fármaco desde sistemas poliméricos se tiene una 
combinación de estos procesos es decir difusión y erosión, con una contribución del efecto 
“Burst”, y/o el hinchamiento del polímero (Gallagher y Corrigan, 2000). 
 
Corrigan y Li (2009) consideraron que la liberación del fármaco desde el sistema 
micropartículado de PLGA se llevaba a cabo en dos fases, la primera determinada por la 
difusión del fármaco a través de la capa polimérica y la segunda controlada por la 
degradación del polímero (Corrigan y Li, 2009).  La liberación rápida del fármaco o efecto 
“Burst” es considerada la etapa inicial del proceso de disolución, matemáticamente se 
puede expresar de la siguiente forma: 
Ecuación 3-20 
 
En donde FBIN es la fracción “Burst” a tiempo infinito y kb es una constate de primer orden 
asociado a la liberación “Burst”, que contempla el coeficiente de difusión y la solubilidad 
del fármaco en el medio. Entre mayor sea la solubilidad y la difusión del fármaco en el 
medio, mayor será kb.  
 
La segunda fase, que considera la degradación (erosión) del polímero, la cual puede ser 
descrito por la ecuación: 




En donde tmax es el tiempo en el que se presenta la máxima velocidad de disolución del 
fármaco y k la contante respectiva (Gallagher y Corrigan, 2000).  
 
Con base en esto, el proceso total de liberación del fármaco a partir de polímeros de PLGA, 




En la cual mediante una relación no lineal entre el tiempo y la fracción de fármaco liberado 
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3.1.3  Desarrollo de un nuevo método de disolución. 
 
El ensayo de disolución es un ensayo que evalúa la liberación de un fármaco a partir de 
su forma farmacéutica. Los ensayos de disolución fueron desarrollados para cuantificar la 
velocidad y extensión de liberación, especialmente de cápsulas y comprimidos de 
liberación inmediata o controlada (Azarmi et al., 2007). 
 
En el desarrollo de los ensayos de disolución, debe considerarse la capacidad del método 
para distinguir las diferencias entre variables del proceso y de la formulación, que tienen 
relevancia in vivo y ser adecuado como rutina de control de calidad (Dickinson et al., 2008). 
Aunque, algunas veces los métodos de disolución de la etapa de desarrollo no son 
empleados como ensayos de control de calidad (Siewert et al., 2003). 
 
En el campo farmacéutico, frecuentemente en las etapas de desarrollo, se encuentra el 
reto de desarrollar un nuevo método de disolución. El conocimiento de solubilidad 
intrínseca de un nuevo candidato a fármaco es un factor importante durante los programas 
de screening y desarrollo de formulaciones. La medida de esta propiedad en un rango de 
limita la velocidad de absorción (Amatya et al., 2013). 
 
Mientras que las condiciones experimentales para la evaluación de la liberación de 
sistemas de dosificación convencionales se encuentran descritos en las farmacopeas, no 
existe tal especificación para micropartículas de liberación modificada (Wischke y 
Schwendeman, 2008), aunque en varios trabajos de investigación se describen diferentes 
métodos in vitro, que han sido empleados para la evaluación de la liberación de sistemas 
micropartículados. Estos métodos se resumen en la tabla 3-1. 
 
Capítulo 3 129 
 
 
Tabla 3-1 Métodos de evaluación de disolución de sistemas micropartículados. 
Método Generalidades y Uso 
USP Aparato 
1 
Canastilla, en este método el compartimento que incluye la muestra 
requiere un gran volumen del medio de disolución, la velocidad de 
agitación puede ser modificada (D’Souza y DeLuca 2006). Aunque es 
preferido para cápsulas o productos que tiendan a flotar, productos de 
liberación oral inmediata, extendida o retardada, también ha sido 
usado en sistemas micropartículados de polímeros biodegradables y 




Paletas. Es recomendado generalmente para tabletas de liberación 
inmediata, controlada, extendida y retardada. En sistemas 
micropartículados de administración oral con polímeros como etíl 
celulosa ha sido usado para la evaluación de la liberación de tramadol 
(Naeem Aamir et al., 2011) 
USP Aparato 
4 
Celda de flujo continuo, recomendada para productos de liberación 
controlada extendida y retardada, generalmente se presenta 
obstrucción del filtro por la migración del polímero degradado, dando 
lugar a velocidades de flujo variable. Algunas modificaciones se han 
realizado, pero el principio sigue siendo el mismo, el medio de 
disolución se hace circular a través de una columna que contiene las 
micropartículas y la liberación se evalúa a través del tiempo, dentro 
de las variaciones se encuentran el tipo de bomba, la velocidad de 
flujo, ya que, para el caso de matrices poliméricas donde la liberación 
se produce por hidratación y erosión, una inadecuada velocidad de 
flujo no permitiría la hidratación de la matriz y por lo tanto la adecuada 
liberación del fármaco (D’Souza y DeLuca, 2006). 
Para micropartículas preparadas con PLGA cargadas de 
dexametasona y administradas vía subcutánea, se evaluó el perfil de 
disolución usando este método, sin embargo según los datos 
obtenidos la liberación in vivo fue más rápida que lo visto in vitro, lo 
130 Estudio de la correlación in vitro – in vivo de la liberación de 6-metilcumarina a 
partir de un sistema micropartículado 
 




Un pequeño volumen de una suspensión concentrada de partículas 
es colocada en una bolsa de diálisis, la cual es sumergida en un gran 
volumen de fase continua. En este caso el fármaco difunde del 
sistema “carrier” a la fase continua inmediata, y a su vez a través de 
la membrana de diálisis hasta el fluido aceptor. Periódicamente se 
realiza un muestreo y se cuantifica el fármaco liberado (Amatya et al., 
2013; D’Souza y DeLuca, 2006).  
Celdas de 
Franz 
Es un sistema compuesto por dos compartimentos, uno donor y otro 
aceptor, separados por una membrana que permite evaluar la 
penetración y recientemente ha sido usada para evaluar la liberación 
de fármacos a partir de diferentes sistemas farmacéuticos, 
especialmente aquellos de liberación controlada. Aunque 
originalmente fueron diseñados para el estudio de la difusión a través 
de membranas de origen animal o humana, también pueden ser 
usadas colocando una membrana sintética, las cuales no deben 
obstaculizar la difusión del fármaco. En el compartimento donor se 
coloca una solución o dispersión que contiene el compuesto a evaluar 
y en el aceptor se toman las muestras correspondientes para ser 
cuantificadas mediante técnicas analíticas (Wischke y Schwendeman, 
2008). El volumen del medio donor y receptor puede variar, al igual 
que la velocidad de agitación En micropartículas de PCL ha sido 
usada para la evaluación de los perfiles de disolución del extracto de 




De manera general las micropartículas se introducen en un recipiente 
que contiene el medio de disolución y la liberación del fármaco se 
evalúa a través del tiempo. La selección del medio se basa 
principalmente en la solubilidad y estabilidad del fármaco en el tiempo 
del estudio. Las modificaciones que se pueden realizar incluyen el 
tamaño del envase, el método de agitación y el muestreo. Por 
ejemplo, se puede realizar en tubos o viales de pequeño volumen <10 
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mL, o frascos de gran volumen (100 a 400 mL), la selección depende 
de la cantidad de medio de disolución necesario para mantener las 
condiciones “sink”. La agitación debe ser constante de manera que se 
evite la agregación de las micropartículas. Es el método más usado 
(D’Souza y DeLuca, 2006) 
 
Otro factor a tener en cuenta es la composición del medio de disolución y el volumen del 
mismo, que debe ser determinado considerando la solubilidad de la dosis del fármaco a 
evaluar, de tal manera que las condiciones “sink” sean mantenidas durante todo el ensayo 
de disolución. Las condiciones “sink” son mantenidas cuando la cantidad de solvente 
corresponde a diez veces el volumen del medio necesario para obtener una solución 
saturada del fármaco evaluado. Esta condición debe ser mantenida para evitar que la 
velocidad de disolución sea influenciada, artificialmente, por la saturación del medio 
durante la realización del ensayo de disolución (Amatya et al., 2013). 
 
En cuanto a la composición del medio de disolución, el uso de tensioactivos, como por 
ejemplo lauril sulfato de sodio es una de las principales formas de aumentar la solubilidad 
de los fármacos insolubles o poco solubles en medios acuosos (Amidon et al., 1995). 
Tensioactivos endógenos como lecitina y ácidos biliares han mostrado aumentar el grado 
de disolución de fármacos de baja solubilidad, siendo apropiado el uso de estos 
tensioactivos en estudios de liberación debido a la posibilidad de simular el ambiente in 
vivo del fluido intestinal (Galia et al., 1998). 
 
Otros factores a tener en cuenta son la temperatura y la velocidad de agitación, las cuales 
deben ser controladas estrictamente. Generalmente, se trabaja a temperatura corporal es 
decir aproximadamente 37 °C, mientras que la agitación en los ensayos de disolución se 
utiliza con el fin de simular el movimiento del tracto gastrointestinal. 
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6-metilcumarina (6MC, Sigma), policaprolactona (PCL, Sigma, PM 45.000 Dalton, 14.000 
Dalton y 70.000 Dalton), alcohol polivinílico (PVA, 87-89% hidrolizado, masa molar prom. 
31,000 – 50,000 Dalton Sigma-Aldrich), agua destilada, diclorometano (DCM, Merck), 
metanol (MeOH, Merck), fosfatos monobásico de sodio (R.A Merck), cloruro de sodio ( R.A 
Scharlau), hidróxido de sodio (R.A Merck), ácido clorhídrico (RA, Merck), acetato de sodio 
trihidratado (R.A Merck) filtros Millipore® 25mm, 0.45 µm diámetro de poro, jeringas 




Ultrahomogenizador Ultraturrax® T25 IKA; Plancha de agitación IKA® R 10 Power 
IKAMAG, balanza analítica digital, Mettler® AE-160 sensibilidad 0.1 mg; estufa WTB 
Blinder® E28; potenciómetro-pH Beckman® 50. El análisis cromatográfico se realizó en un 
equipo Agilent® 1200 Series con un auto muestreador G1329B, bomba cuaternaria 
G1311A, detector UV-VIS de arreglo de diodos G1315B y desgasificador de vacío G1322A. 
 





Elaboración de las micropartículas. 
 
Las micropartículas se elaboraron siguiendo la metodología de emulsificación – 
evaporación del solvente y manteniendo los factores descritos en el capítulo 2. 
 
Desarrollo del ensayo de disolución. 
 
Considerando que, como ya se mencionó previamente, no existe un método de disolución 
recomendado para evaluación de los perfiles de liberación de micropartículas poliméricas 
ni para el fármaco evaluado, en el presente trabajo se evaluaron diferentes condiciones 
experimentales con el objetivo de proponer un ensayo de disolución que permitiera 
continuar con la posterior evaluación de la CIVIV en animales de laboratorio. 
 
Para cada una de las formulaciones se pesó la cantidad de micropartículas equivalentes a 
una dosis de 200 mg/kg de 6MC. Los perfiles se construyeron, a 37 ± 2 °C y tomando 
muestras a los 15, 30,45, 60, 90, 120, 240, 360, 480 y 1440 min. En cada punto de 
muestreo se tomó una alícuota de 2 mL, se filtraron por membranas de 0.45 µm y se 
cuantificó mediante cromatografía líquida de alta eficiencia (Anexo 1). El medio se repuso 
con medio fresco termostatado a 37 ± 2 °C. Los ensayos se realizaron utilizando una placa 
multipuntos Ika ®, y en vasos de precipitados de 250 mL, con un agitador magnético de 
2.5 cm. 
 
134 Estudio de la correlación in vitro – in vivo de la liberación de 6-metilcumarina a 
partir de un sistema micropartículado 
 
La cuantificación de 6MC, se realizó mediante Cromatografía líquida de alta eficiencia 
(CLAE). Para lo cual se utilizó un equipo Agilent serie 1100. Como fase estacionaria se 
utilizó una columna Phenomenex ® (Macclesfield, UK) Bondclone C-18 (150 x 3.9 mm; 5 
µm). Para el método se manejó fase móvil isocrática combinando el solvente A: Agua: 
Metanol: Ácido acético (95:5:2) y solvente B: Metanol: Ácido acético (100:2), en una 
combinación 50:50. Con una velocidad de flujo de 1 mL/min, volumen de inyección de 20 
L y a una temperatura de 40 °C. Los datos se recogieron mediante el software 
ChemStation®. La metodología de cuantificación fue validada según aparece en el Anexo 
1. 
 
Se realizó el perfil de disolución de cada una de las tres formulaciones escogidas según lo 
expuesto en el capítulo anterior, es decir las desarrolladas con PCL 45000, PCL 70000 y 
PCL 45000 + NaCl. Cada formulación fue evaluada por triplicado. 
 
Preparación de soluciones amortiguadoras.  
 
La preparación de las soluciones amortiguadoras, se realizó de acuerdo a las 
especificaciones de los medios de disolución reportados por la farmacopea de los Estados 
Unidos, USP (USP38). 
 
Solución amortiguadora pH 1.2 
Para 200 mL: A 50 mL de una solución de cloruro de potasio 0.2 M, se adicionó 85 mL de 
una solución de ácido clorhídrico 0.2M y se completó a volumen con agua destilada. 
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Solución amortiguadora pH 4.5 
Para 1000 mL: A 14 mL de una solución de ácido acético 2N, se adicionó 2.99 g de acetato 
de sodio trihidratado, y se completó a volumen con agua destilada. 
 
Solución amortiguadora pH 6.8 
Para 200 mL: A 50 mL de una solución de fosfato monobásico de potasio 0.2 M se adicionó 
22.4 mL de una solución de hidróxido de sodio 0.2 M, y se completó a volumen con agua 
destilada. 
 
Para todas las soluciones el ajuste de pH se realizó utilizando una solución de ácido 
clorhídrico 2M o de hidróxido de sodio 2M, según los requerimientos. 
 
3.2.4 Análisis estadístico.  
 
Se empleó un diseño experimental en boques con arreglo factorial 3122. Donde el factor de 
bloqueo fue el tiempo. Se realizó el análisis estadístico usando el procedimiento Glimmix 
del paquete estadístico SAS 9.3.Los niveles de significancia fueron determinados a través 
de comparaciones múltiples utilizando análisis de Tukey con nivel de confianza de 95 %. 
 
Todos ensayos fueron realizados por triplicado, Los datos son presentados como el 
promedio ± error estándar de la media.  
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 Resultados y Discusión. 
 
Para definir los parámetros adecuados para evaluar la liberación de 6MC desde un sistema 
micropartículado polimérico de PCL, se realizó inicialmente un diseño estadístico 
experimental donde se evaluó la influencia del pH, el volumen del medio y la velocidad de 
agitación, sobre el perfil de disolución. Los ensayos realizados se resumen en la tabla 3-2. 
Para esta primera etapa se trabajó con las micropartículas de PCL 45000 cargadas de 
6MC. 
 
Tabla 3-2 Diseño experimental en boques empleado para evaluar la influencia del 
pH, volumen del medio y velocidad de agitación sobre el perfil de disolución. 
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Teniendo en cuenta que la solubilidad, de 6MC en los diferentes pH no mostró diferencias 
significativas, tomamos como promedio una solubilidad de 0,6 mg/mL para realizar el 
cálculo y conocer cuál sería el volumen en el cual se mantiene las condiciones sink. Como 
la cantidad de 6MC en cada ensayo será de 60 mg, entonces tenemos que el volumen 
necesario para mantener las condiciones sink es de 100 mL, que fue evaluado como nivel 
inferior y 200 mL como nivel superior. 
 
Con el fin de observar el efecto del pH sobre los perfiles de liberación de acuerdo a los 
encontrados en el tracto gastrointestinal, se realizaron ensayos de liberación en los 
diferentes pH sugeridos pH 1.2, 4.5 y 6.8. Y también se evaluó la influencia de la velocidad 
de agitación a dos velocidades de agitación 100 y 200 rpm.  
 
Los perfiles obtenidos, son mostrados en la figura 3-1 en donde es posible observar que 
los perfiles de liberación en todas las condiciones evaluadas mantienen la misma 
tendencia, es decir una rápida liberación durante los primeros 60 min y después una 
liberación lenta hasta los 480 min, después de ese tiempo la velocidad de liberación es 
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Figura 3-1 Perfiles de liberación bajo condiciones del diseño experimental en 
bloques con arreglo factorial 3122 
 
Los datos se presentan como el promedio ± desviación estándar de tres muestras independientes. 
La figura insertada representa el comportamiento de tiempo 1 a 60 min. 
 
Con el fin de analizar, el efecto de cada factor sobre el perfil de libración y escoger de 
manera adecuada las mejores condiciones de trabajo, se realizó el análisis estadístico 
correspondiente. Los resultados encontrados para el efecto del pH, volumen y velocidad 









Tabla 3-3 Efecto de las variables estudiadas sobre el perfil de liberación de 6MC 
desde micropartículas de PCL. 
  
Porcentaje disuelto acumulado 
(t=1440 min)     






25.685 25.646 32.739 0.246 *** 
      
Volumen 
(mL) 






26.0102 30.0361   0.2009 *** 
      
Velocidad 
(rpm) 






28.1759 27.8705   0.2009 NS 
      
Interacciones 




ph*Vol    0.348 NS 
pH*Vel    0.348 *** 
Vol*Vel    0.2841 *** 
pH*Vol*Vel       0.4921 *** 
Test de Tukey *p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. NS No significativo 
 
De acuerdo con los resultados encontrados en la tabla 3-3, se puede ver que el efecto de 
la interacción pH* Volumen* Velocidad fue altamente significativo sobre la cantidad de 6MC 
disuelta. Por esta razón, se consideró conveniente realizar un análisis más detallado del 
140 Estudio de la correlación in vitro – in vivo de la liberación de 6-metilcumarina a 
partir de un sistema micropartículado 
 
efecto de esta interacción sobre el porcentaje disuelto con el fin de escoger las condiciones 
que promuevan una mayor liberación de 6MC. Los resultados de esta interacción se 
presentan en la Figura 3-2. 
 
Figura 3-2 Efecto del volumen, temperatura y pH sobre el perfil de liberación de 
6MC desde micropartículas de PCL. 
 
Letras iguales indican igualdad en el resultado 
 
Para explicar el resultado primero se analizaron los datos obtenidos para cada intensidad 
de agitación. En el caso de 100 rpm se observa de manera general que cuando el volumen 
del medio fue de 200 ml la cantidad de 6MC fue mayor en todos los pHs, siendo el pH de 
6.8 aquel donde mayor liberación se encontró. Cuando el volumen del medio fue de 100 
ml se observa igualmente una mayor liberación a pH 6.8, mientras que a pH 4.5 y 1.2 no 
hubo una diferencia estadísticamente significativa entre ellos.  
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De igual forma, cuando se emplea 200 rpm como velocidad de agitación la mayor cantidad 
de 6MC liberada desde las micropartículas se da cuando el volumen del medio es de 200 
ml y pH 6.8. 
 
Por otro lado, al fijar las condiciones de volumen del medio en 200 ml y el pH de 6.8, es 
posible ver que no hay una diferencia estadísticamente significativa (letra a) en cuanto a 
la velocidad de agitación. Por lo cual se fijó la velocidad de agitación a 100 rpm teniendo 
en cuenta razones operacionales. 
 
En resumen, las condiciones para realizar los perfiles de liberación de las diferentes 
formulaciones se fijaron de la siguiente manera: Volumen del medio 200 mL, velocidad de 
agitación 100 rpm, medio de disolución pH 1.2 durante 60 min iniciales con el fin de simular 
el pH del tracto gastrointestinal, y posteriormente un cambio total de medio a pH 6.8 
durante las siguientes 23 horas del ensayo. 
 
Con las condiciones establecidas se evaluó el perfil de liberación de los tres sistemas 
micropartículados escogidos, es decir PCL 45000, PCL 45000 + NaCl y PCL 70000, 
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Figura 3-3. Perfiles de liberación sistemas micropartículados de PCL cargados con 
6MC. 
 
A: tiempo de liberación 1440 min, B: comportamiento de la iberación de 0-60 min. Los valores se 
presentan como el promedio ± desviación estándar de tres muestras independientes. 
 
Como se observa en la figura 3-3, se presentó una diferencia, al menos cualitativa, en los 
perfiles de liberación de los diferentes sistemas desarrollados. Adicionalmente, al observar 
las pequeñas desviaciones estándar de cada uno de los puntos en los perfiles, se puede 
considerar que no existe diferencia evidente entre cada uno de los tres lotes 
independientes evaluados, de los sistemas desarrollados; es decir mostrando una alta 
reproducibilidad del ensayo. 
 
De igual manera podemos apreciar en la figura 3-3, que la liberación de 6MC durante los 
primeros 60 min se dio de manera rápida y con una cantidad importante, esta liberación 
inicial es llamada efecto “Burst”, el cual se encuentra relacionada con el fármaco adsorbido 
en la superficie de las micropartículas y se encuentra asociada a la cantidad de fármaco 
adherido a la superficie de las micropartículas (Yeo y Park, 2004). Adicionalmente, 
podemos apreciar que ninguno de los sistemas desarrollados libera en las 24 horas de 
ensayo más del 50 % de 6MC, lo cual puede ser atribuido a la lenta degradación de 
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policaprolactona, que no promociona la erosión de las micropartículas (Wang et al., 2009; 
Sinha et al., 2004).  
 
Como se mencionó anteriormente, la velocidad de disolución puede verse influenciada por 
diversos factores fisicoquímicos, entre ellos el tamaño de partícula, ya que entre menor 
tamaño de partícula mayor es la superficie de contacto con el medio de disolución. 
Recordando las propiedades halladas en la caracterización de las micropartículas 
(Capitulo 2, tabla 2-11), se encontraron tamaños de partícula de 2.9 ± 0.3 µm, 4.1 ± 0.2 µm 
y 7.1 ± 0.5 µm para los sistemas PCL 45000 + NaCl, PCL 45000 y PCL 70000 
respectivamente. Este cambio en el tamaño de partícula se ve reflejado en los perfiles de 
liberación, ya que a mayor tamaño de partícula, es decir el sistema de PCL 70000, la 
liberación fue más lenta. Adicionalmente, la cinética de degradación depende del peso 
molecular del polímero, estructuras de alto peso molecular toman mucho más tiempo en 
degradarse ya que a mayor peso molecular aumenta la longitud de la cadena y requiere 
un mayor número de enlaces éster que deben ser clivados con el fin de generar 
monómeros solubles en agua y permitir el proceso de erosión. En consecuencia la 
degradación conlleva más tiempo (Woodruff y Hutmacher, 2010). Este hecho se ve 
claramente reflejado en los perfiles de disolución de la figura 3-3, al comparar los perfiles 
de PCL 45000 y PCL 70000.  
 
Estudios realizados sobre micropartículas de PCL en donde se evaluó la cristalinidad de 
las micropartículas antes y después de estudio de degradación, mostraron un aumento en 
la cristalinidad al finalizar 90 días de ensayo, lo que sugiere que inicialmente ocurre un 
ataque hidrolítico dentro de las regiones amorfas del polímero lo cual causa un 
reordenamiento de las cadenas para crear una estructura más ordenada (Bosworth y 
Downes, 2010). La presencia de poros en la superficie del sistema micropartículado de 
PCL 45000 + NaCl, generan más superficie de contacto con el medio de disolución y por 
lo tanto un ataque hidrolítico en más puntos de la micropartícula; esto puede explicar el 
aumento en la cantidad de 6MC disuelta en este sistema comparado con los otros dos 
sistemas. 
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La cinética de liberación de fármacos desde micropartículas poliméricas es inicialmente 
dominada por la difusión, ya que la velocidad de degradación del polímero generalmente 
es más lenta que la de difusión. La distribución del fármaco dentro de las micropartículas 
poliméricas tiene una influencia importante en la velocidad de difusión desde la matriz 
polimérica ya que las moléculas del fármaco que se encuentran cerca de la superficie son 
propensos a difundir más rápidamente. El grado de interacción de fármaco y el polímero 
determinan la distribución de las moléculas dentro de la matriz polimérica y por lo tanto la 
velocidad de difusión (Tarafder et al., 2013; Wang et al., 2009). 
 
La comparación de los perfiles de disolución puede realizarse utilizando modelos 
independientes como lo son el factor de diferenciación (f1) o el factor de similitud (f2). El 
factor f1 calcula la diferencia porcentual entre dos perfiles en cada tiempo de muestreo, 
representa el error relativo entre los perfiles. Mientras que el factor f2, corresponde a una 
medida de la semejanza de los porcentajes disueltos en cada perfil. Reportes previos han 
mostrado que el factor de similitud permite una mayor diferenciación de los perfiles de 
disolución en fármacos de diferente solubilidad (Pillay y Fassihi, 1998, Yuksel, et al., 2000). 
 
Al realizar el cálculo del factor de similitud (f2), tomando como referencia la formulación con 
PCL 45000, y al compararlo con la formulación de PCL 70000 se obtuvo un valor de 37.6 
y con la formulación de PCL 45000 + NaCl un valor de 47.9; que al ser menor de 50 nos 
informa que tenemos tres perfiles de liberación diferente. 
 
Otro modelo de comparación de los perfiles de disolución, es la eficiencia de disolución 
(ED), que es definida como el área bajo la curva de la disolución en tiempo t, expresado 
como el porcentaje del área de un rectángulo que describe el 100 % de la disolución en 
este mismo tiempo t.   Es un parámetro relacionado con la cantidad de fármaco disuelto 
en el medio y en un estudio comparativo de perfiles de disolución se observó que ED 
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detectó diferencias no observadas por los factores f1 y f2. (Serra y Stopirtis, 2007). La ED 
puede ser calculada mediante la ecuación 3-23: 
 
𝐸𝐷 (%) =




 𝐄𝐜𝐮𝐚𝐜𝐢ó𝐧 𝟑 − 𝟐𝟑 
 
Donde Y es la cantidad de fármaco liberado en función de tiempo, T el tiempo total del 
ensayo, y Y100 la cantidad total de fármaco en la forma farmacéutica. Se determinaron los 
ED de los perfiles de las tres formulaciones, los resultados se muestran en la tabla 3-4. 
 
Tabla 3-4 Comparación perfiles de liberación por factor de similitud, eficiencia de 
disolución. 
Formulación f2  ED (%)  
PCL 45000 + 
NaCl 
48.9 54.3  ± 0.4 *** 
PCL 45000 - 41.8 ± 0.7 
PCL 70000 37.6 21.2 ± 0.03 *** 
Formulación de referencia PCL 45000. Test de Dunnett *** p < 0.0001,  
 
Con los tres análisis de comparación realizados f2, y ED es posible concluir que los perfiles 
encontrados son diferentes, y que el ensayo de disolución propuesto tiene la capacidad 
para diferenciar los cambios en la formulación que conllevan a modificar la velocidad de 
liberación. El cálculo de ED mostró de manera más clara la diferencia entre los perfiles. 
 
Con el fin de establecer el modelo cinético de liberación para los sistemas 
micropartículados desarrollados, se realizaron los cálculos necesarios para evaluar el 
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grado de correlación entre los modelos matemáticos previamente descritos y los datos 
obtenidos entre 15 – 480 min. En la tabla 3-5 se presentan los resultados al aplicar los 
diferentes modelos matemáticos al comportamiento de liberación de las micropartículas.  
 
Tabla 3-5 Ajuste de los datos de liberación de los sistemas micropartículados de 
PCL cargados de 6-metilcumarina. 
  PCL 45000 PCL 45000 + NaCl PCL 70000 
Orden Cero 
Pendiente 0.0143 ± 0.0015 0.0199 ± 0.0029 0.0095 ± 0.0023 
Intercepto 22.90 ± 0.35 22.88 ± 0.71 17.15 ± 0.55 
R2 0,8093 0,6690 0,4286 
Orden uno 
Pendiente 0.0002 ± 0.00004 0.0002 ± 0.00005 0.00015 ± 0.00005 
Intercepto  -0.99 ± 0.02  -0.89 ± 0.03  -1.67 ± 0.03 
R2 0.4964 0.3692 0.2540 
Hixson – Crowell 
Pendiente 0.0004 ± 0.00004 0.0006 ± 0.00009 0.0002 ± 0.00009 
Intercepto 0.53 ± 0.01 0.68 ± 0.021  -0.25 ± 0.023 
R2 0,7983 0,6928 0,1218 
Higuchi 
Pendiente 0.2381 ± 0.02693 0.3061 ± 0.05014 0.1550 ± 0.03408 
Intercepto 22.39 ± 0.48 22.42 ± 0.89 16.80 ± 0.60 
R2 0,7577 0,5985 0,4529 
Korsmeyer – Peppas 
R2 0.8682 0.8251 0.7182 
N 0.074 0.094 0.072 
 
Como se puede observar ninguno de los modelos describe claramente el comportamiento 
presentado por la liberación de 6MC desde los sistemas micropartículados desarrollados, 
lo cual indica que el modelo es más complejo de los descritos previamente en la literatura. 
 
A pesar de esto, es posible proponer que el proceso de liberación 6MC a partir de las 
micropartículas obtenidas podría ser gobernado principalmente por la difusión y que 
cumple con la ley de Fick. Esto ya que al evaluar el grado de correlación para los modelos 
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Higuchi y Korsmeyer – Peppas se observó un mayor valor de coeficiente de determinación 
en comparación al encontrado para los otros modelos y como se mencionó anteriormente 
ambos modelos describen el proceso de liberación del fármaco en términos de difusión 
basados en la ley de Fick (Costa y Sousa Lobo, 2001). De manera particular para el modelo 
Korsmeyer - Peppas es posible calcular el valor del exponente “n” que cuando toma valores 
≤ 0.43 indica que la liberación del fármaco es controlada por la ley de difusión de Fick 
(Seremeta et al., 2013). Para los sistemas micropartículados de PCL cargados de 6MC 
desarrollados, los valores de “n” fueron menores de 0.43 (Tabla 3-5) en todos los casos. 
 
En todos los ajustes a los modelos matemáticos podemos apreciar que el sistema 
elaborado con PCL 70000 fue el que menos coeficiente de determinación hallado presentó. 
Esto puede ser explicado por la lenta y poca liberación de 6MC desde este sistema, ya que 
como se mencionó anteriormente a mayor peso molecular mayor es el tiempo de 
degradación del polímero (Woodruff y Hutmacher, 2010). 
 
Considerando que el proceso de difusión del fármaco está controlado por interacciones 
complejas entre el polímero y el fármaco y de este con el medio de disolución, comúnmente 
la liberación de fármacos desde sistemas micropartículados poliméricos no se ajustan los 
modelos descritos anteriormente (Tarafder et al., 2013). Por esta razón, aunque este 
modelo no ha sido reportado para micropartículas de PCL, se evaluó el ajuste de los datos 
a modelos matemáticos descritos para sistemas micropartículados, con otros polímeros 
biodegradables como por ejemplo el modelo propuesto por Gallagher y Corrigan (2000), 
ecuación 3-22, el cual ha sido utilizado con éxito para sistemas de liberación poliméricos 
basados en PLGA (Gallagher y Corrigan, 2000; Aragón et al., 2013). Corrigan y Li (2009), 
consideraron que la liberación se da en dos fases, la primera determinada por la difusión 
del fármaco y la segunda controlada por la degradación del polímero (Corrigan y Li, 2009).  
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En la tabla 3-6, se presentan los valores para cada una de las constantes así como el 
coeficiente de determinación respectivo. Se trabajó con la fracción de fármaco liberado y 
el tiempo en min. 
 
Tabla 3-6 Parámetros estimados para la liberación de 6MC desde micropartículas 
de PCL, según la ecuación 3-22. 
    FBIN Kb K Tmax R2 
PCL 45000 + 
NaCl 
1 0.4322 0.0599 0.00116 3522.1 0.993 
2 0.4399 0.0830 0.00103 4517.3 0.997 
3 0.4398 0.0685 0.00112 3995.5 0.997 
Promedio 0.4373 a 0.0705 d 0.00110 4011.6 0.996 
Desv 0.0036 0.0095 0.00005 406.4 0.002 
PCL 45000 
1 0.3966 0.1043 0.00112 4167.7 0.997 
2 0.3625 0.1013 0.00118 3720.6 0.996 
3 0.3717 0.1013 0.00118 3702.6 0.996 
Promedio 0.3769 b 0.1023 e 0.00116 3863.6 0.996 
Desv 0.0144 0.0014 0.00003 215.1 0.001 
PCL 70000 
1 0.2028 0.0829 0.00143 4292.0 0.999 
2 0.2058 0.0645 0.0009 6495.5 0.999 
3 0.1985 0.0676 0.00103 5310.0 0.998 
Promedio 0.202 c 0.072 d 0.00112 5365.8 0.999 
Desv 0.003 0.008 0.00023 900.4 0.0004 
       
Media Estimada 0.3388 0.0815 0.001127 4413.7   
Error Estimado 0.08931 0.001953 5.26 E-9 4112366.48  
Valor P *** * NS NS   
Test de Tukey *** p < 0.0001, * p < 0.01 NS No significativo 
 
Como se puede observar en la tabla 3-6, se obtuvieron valores de determinación 
superiores a 0.99, indicando que el modelo describe plenamente el proceso de liberación 
de las micropartículas estudiadas. Adicionalmente con los parámetros estimados a partir 
del modelo matemático se puede proponer el mecanismo de liberación para los sistemas 
micropartículados elaborados.  




La primera parte de la ecuación 3-22 puede ser interpretada como la fase de difusión del 
fármaco, la cual depende de la fracción liberada de forma rápida desde el sistema 
micropartículado, conocido como efecto “Burst”. Realizando la comparación de medias 
para los factores del modelo que describen esta primera parte, es decir FBIN y Kb, vemos 
que si hay diferencia significativa entre los tres sistemas desarrollados. 
 
Comparando el valor obtenido para FBIN para nuestros sistemas con los reportados para 
otros fármacos, encontramos que son muy cercanos a los reportados por ejemplo para el 
caso de ketoprofeno (0.493), indometacina (0.271) y naproxeno (0.276) (Aragón et al. 
2013) a partir de micropartículas de PLGA. Aunque no es posible comparar directamente, 
ya que como se mencionó el polímero utilizado es diferente y no se encontraron reportes 
de ajuste a este modelo matemático con micropartículas de PCL. 
 
Comparando algunos parámetros de caracterización de las micropartículas (Capitulo 2) 
podemos observar algunas relaciones, las cuales se presentan en la figura  
 
Figura 3-4 Relación entre características de las micropartículas de PCL y valores 
estimados de FBIN. 
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Podemos observar en la figura 3-4 una relación inversamente proporcional con un 
coeficiente de determinación de 0.9990, lo cual nos indica que a menor tamaño de partícula 
el efecto “Burst” será menor, de igual manera se comporta la relación entre la eficiencia de 
encapsulación y el FBIN, con un R2 de 0.9114 esto último concuerda con lo descrito por Yeo 
2004, en donde una de las maneras de mejorar la eficiencia de encapsulación es disminuir 
el efecto “Burst” (Yeo y Park, 2004). 
 
La segunda parte de la ecuación 3-22, representa la liberación del fármaco dependiente 
de la degradación del polímero, es por esto que los valores de K encontrados son muy 
similares entre sí, y no presentan diferencias significativas, ya que esta constante es 
dependiente del polímero. Podemos apreciar que los valores de Tmax, que indican el tiempo 
máximo de liberación del fármaco, si presentan diferencias, aunque estadísticamente no 
significativas, entre cada uno de los sistemas desarrollados, siendo el sistema preparado 
con PCL 70000 el que más tiempo requiere para liberar la 6MC encapsulada, lo cual era 
de esperarse, pues como se mencionó anteriormente a mayor peso molecular mayor es la 
longitud de la cadena y requiere un mayor número de enlaces éster que deben ser clivados, 




Basados en los resultados se desarrolló un ensayo de disolución que permite diferenciar 
micropartículas de PCL cargadas de 6MC con lenta, moderada y rápida liberación.  
 
Los perfiles de liberación de 6MC desde micropartículas de PCL, mostraron que este 
proceso es principalmente gobernado por la difusión del fármaco teniendo en cuenta el 
valor del factor “n” del modelo Korsmeyer – Peppas. Sin embargo el mejor ajuste se obtuvo 
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con modelo cinético descrito por Gallagher, con un coeficiente de determinación superior 
al 0.99, lo cual indica que la liberación también depende de la degradación del polímero, 





4. Estudio de la farmacocinética de 6-
metilcumarina. 
 
 Aspectos teóricos. 
 
La farmacocinética estudia el curso temporal de las concentraciones/cantidades de los 
fármacos y de sus metabolitos, en los líquidos biológicos, tejidos y excretas, así como su 
relación con la respuesta farmacológica. La farmacocinética incluye la descripción de los 
procesos de absorción, distribución, metabolismo y excreción los cuales son de gran 
importancia si se considera que el resultado terapéutico depende de la velocidad y cantidad 
con la cual el fármaco alcanza el sitio de acción. El parámetro biofarmacéutico que mide 
esta característica es la biodisponibilidad y es consecuencia de todos los procesos 
mencionados anteriormente. La biodisponibilidad puede valorarse a partir del área bajo la 
curva (ABC) de concentraciones plasmáticas obtenidas a diferentes tiempos, de la 
concentración máxima obtenida tras la administración de un fármaco (Cmax) y del tiempo 
requerido para alcanzar esta concentración máxima (tmax) (Hedaya, 2007). 
 
En la evaluación de la farmacocinética de sustancias farmacológicamente activas, se 
encuentran relacionadas todas las etapas involucradas en el proceso ADME (Absorción, 
Distribución, Metabolismo y Eliminación), que se desencadenan luego de la administración 
oral, las cuales se describen a continuación: 
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Cuando un fármaco es administrado por vía oral, este debe encontrarse disponible para 
ser absorbido. Este proceso de absorción puede estar limitado por la permeabilidad o 
facilidad con la que un compuesto atraviesa la pared intestinal y de esta manera llega a 
circulación sistémica (Amidon et al., 1995).  
 
La absorción, incluye los procesos de liberación de su forma farmacéutica, la disolución y 
la entrada del fármaco en el organismo. La velocidad de absorción, es descrita por la 
constante de absorción (Ka) y depende del número de moléculas que se encuentren en 
solución en el sitio de absorción. Otro parámetro que describe este proceso es la vida 
media de absorción (t1/2a) que se refiere al tiempo que tarda en reducirse a la mitad el 
número de moléculas que quedan por absorberse. El proceso de absorción puede ser 
seguir una cinética de orden uno o de orden cero (Fan y de Lannoy, 2014). 
 
Existen diversos métodos disponibles para la evaluación de la permeabilidad intestinal, 
que está directamente relacionada con el proceso de absorción, entre ellos modelos 
fisicoquímicos, modelos computacionales (in silico), modelos in vitro, como modelos 
celulares Caco-2 y no celulares PAMPA (Parallel Artificial Membrane Permeability Assay), 
modelos de perfusión in situ y modelos in vivo que involucran animales de 
experimentación. Los animales de experimentación usados como modelos in vivo 
generalmente son animales pequeños de laboratorio, como por ejemplo ratas, conejos, 
perros, gatos, cobayos, cerdos. Cada uno de los métodos mencionados presentan 
ventajas y limitaciones frente a los demás (Bohets et al., 2001). 
 
 





Los estudios de biodistribución hacen referencia a la evaluación del tránsito de un 
compuesto a través del organismo, las moléculas que son absorbidas se transportan 
disueltas en el plasma, fijadas a las proteínas plasmáticas o unidas a las células 
sanguíneas. Esta unión a proteínas plasmáticas limita el paso del fármaco de la sangre a 
los tejidos ya que sólo el fármaco libre difunde libremente a través de las membranas, 
describiendo no sólo los sitios anatómicos a donde llega luego de alcanzar la circulación 
general sino también aquellos sitios donde puede acumularse (Fan y de Lannoy, 2014). El 
objetivo principal de estos estudios es conocer si el compuesto llega en la concentración 
adecuada al órgano blanco para ejercer su acción farmacológica. 
 
 Metabolismo  
 
Un factor importante en la evaluación de la seguridad y eficacia de fármaco, es el 
conocimiento de su metabolismo. El cual da información acerca de su acción, toxicidad, 
distribución, excreción y acumulación del fármaco en el organismo. Los procesos 
metabólicos pueden conllevar a producir compuestos inactivos que facilitan la eliminación 
o para producir nuevas sustancias que puedan ser las responsables de la actividad 
biológica. 
 
Tradicionalmente, el estudio del metabolismo ha sido llevado a cabo en modelos que 
reproducen los metabolitos esperados en humanos. La dosis de fármaco administrado en 
animales de laboratorio es limitada de acuerdo a la toxicidad presentada, lo que requiere 
el uso de metodologías analíticas muy sensibles, que permitan la identificación de 
metabolitos estructuralmente muy similares, principalmente si los metabolitos son 
estructuras isoméricas. Para esto modelos con hongos de la familia Cunnunghamella han 
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La eliminación del fármaco, puede ocurrir por el metabolismo, principalmente hepático, o 
por excreción del fármaco inalterado por la orina, bilis, etc. En algunos casos, este 
metabolismo puede producir metabolitos activos cuya presencia también deberá tenerse 
en cuenta en el análisis farmacocinético. Al igual que la absorción, la cinética de 
eliminación puede ser de orden uno o de orden cero. 
 
Los parámetros relacionados al proceso de eliminación son: La constante de eliminación 
(ke) que indica la probabilidad de que una molécula de un fármaco se elimine del organismo 
de una forma global, es decir, incluyendo los distintos mecanismos, como metabolismo, 
excreción renal o excreción biliar; el tiempo de vida media de eliminación (t1/2e) que es el 
tiempo que tarda la concentración plasmática de un fármaco en reducirse a la mitad; y el 
aclaramiento (Cl) que indica la capacidad de un órgano para eliminar el fármaco y se 
expresa mediante el volumen de plasma que el órgano depura por unidad de tiempo 
(Hedaya, 2007). 
 
La FDA considera que los datos farmacocinéticos obtenidos en la etapa preclínica son muy 
importantes debido a que permiten predecir concentraciones en plasma o tejidos de interés 
y predecir el destino de la dosis administrada, esta información es útil para: 1) Decidir qué 
ensayos de toxicidad realizar, 2) seleccionar la dosis para toxicidad crónica y estudios de 
carcinogénesis, 3) determinar el mecanismo de toxicidad y ayudar a la interpretación de 
datos de toxicidad, 4) mejorar el proceso de evaluación de riesgos y 5) sugerir 
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experimentos bioquímicos o farmacológicos que puedan explicar cualquier efecto 
observado durante la experimentación. La agencia recomienda evaluar la extensión de la 
absorción, la distribución en los tejidos, las vías y velocidad de metabolización y la 
velocidad de eliminación de las moléculas íntegras y de sus metabolitos (FDA, 2008).  
 
4.1.1 Farmacocinética de cumarinas. 
 
Las cumarinas, núcleo básico (1,2 benzopirona) (Figura 4-1), son metabolítos secundarios 
ampliamente distribuidos en la naturaleza, se han aislado de diferentes especies 
distribuidas principalmente en las familias Umbeliferea, Rutaceae, Leguminaseae, 
Rubiaceae, Laminaceae, Asteraceae, Solanaceae. Se derivan biosintéticamente del ácido 
shikímico, vía ácido cinámico (Kleiner et al., 2008). 
 
Sus sustituciones pueden ocurrir en seis sitios específicos disponibles, por lo cual son 
considerados compuestos extremadamente variables en su estructura. Esta diversidad 
estructural conlleva a múltiples propiedades farmacológicas y biológicas interesantes por 
su potencial efecto benéfico sobre la salud humana. Para diferentes derivados conteniendo 
este núcleo básico, se ha demostrado actividad farmacológica como anti VIH, 
anticoagulante, antibacteriano, anticancerígeno, antiinflamatorio, antioxidante y 
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Figura 4-1 Estructura química algunas cumarinas. 
 
 
Algunos parámetros farmacocinéticos de la cumarina han sido evaluados y se ha 
encontrado que después de la administración oral, este compuesto es absorbido 
rápidamente desde el tracto gastrointestinal y distribuido a través de los diferentes órganos. 
La cumarina es altamente metabolizada en todas las especies animales estudiadas (ratas, 
ratones y humanos), con únicamente diferencias en el tiempo en el cual inicia la 
eliminación. Igualmente, el tiempo de vida media de eliminación de cumarina es similar en 
todas las especies examinadas, iniciando alrededor de 1 a 2 horas en humanos y entre 1 
y 4 horas en especies roedoras como rata (Lake, 1999).  
 
En un estudio realizado en ratas en donde se administró una dosis de 1 mg/kg vía oral, se 
encontró que solamente el 20 % fue absorbida intacta, lo cual puede ser debido al extenso 
metabolismo de primer paso que sucede (Lake, 1999). 
Capítulo 4 159 
 
 
Los estudios en humanos han mostrado que la cumarina se absorbe totalmente en el tracto 
gastrointestinal después de la administración oral y es extensamente metabolizado en el 
primer paso por el hígado de tal forma que sólo entre el 2 y 6 % llega intacto a circulación 
sistémica (Lake, 1999). 
 
Otros estudios de farmacocinética en humanos muestran que este compuesto presenta 
una biodisponibilidad absoluta de solamente el 1 al 5 %. De manera puntual, las 
concentraciones sanguíneas de cumarina después de una administración oral de 30 mg (2 
tabletas de Venalot®) no excede los 0.1 μg/mL después de 0.5 y 6 horas pos 
administración, mientras que los niveles de 7-hidroxicumarina, su principal metabolito 
encontrado, fueron 10 veces más altos en los dos tiempos (Hoult et al., 1996). 
 
Respecto a 6MC específicamente, no se encuentra información de su farmacocinética o 
alguna otra actividad farmacológica reportada. En un estudio de biodistribución realizado 
se logró identificar que 6MC se acumula principalmente en hígado, bazo, corazón, riñones 






6-metilcumarina (6MC, Sigma), Policaprolactona (PCL, Sigma, PM 45.000, 14.000 y 
70.000 Da), alcohol polivinílico (PVA, 87-89% hidrolizado, masa molar prom. 31,000 – 
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50,000 Da Sigma-Aldrich), agua destilada, diclorometano (DCM, Merck), Metanol (CLAE, 




El análisis cromatográfico se realizó en un equipo Agilent® 1200 Series con un auto 
muestreador G1329B, bomba cuaternaria G1311A, detector UV-VIS de arreglo de diodos 
G1315B y desgasificador de vacío G1322A. 
 
4.2.3 Estudio Farmacocinético. 
 
Para el desarrollo del estudio farmacocinético se utilizaron ratas Wistar de 
aproximadamente 15 semanas, con un peso aproximado de 250 – 300g, obtenidas del 
Bioterio del Departamento de Farmacia, de la Universidad Nacional de Colombia.  
 
Se tuvieron en cuenta las recomendaciones internacionales acerca del uso ético de 
animales así como lo establecido en la Resolución 008430 de 1993 del Ministerio de Salud, 
capítulo sexto, la cual hace referencia al uso de animales vivos en experimentos e 
investigación en Colombia. De igual forma, se siguen las normas establecidas por el 
Bioterio de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia, y los protocolos internos de 
la Universidad Nacional de Colombia en cuanto al manejo y disposición de material 
biológico. La investigación fue llevada a cabo buscando causar el mínimo sufrimiento 
posible a los animales y teniendo en cuenta un punto final adecuado para los fines 
experimentales, y utilizando el menor número de animales por grupo de tratamiento.  
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Este proyecto contó con la aprobación por parte del Comité Permanente de Ética de la 
Facultad de Ciencias, de la Universidad Nacional de Colombia, mediante acta 03 del 03 
de Junio de 2012. 
 
Las condiciones de temperatura se mantuvieron constantes en 22 ± 2 °C, con ciclos de 
luz/oscuridad de 12 horas, el consumo agua se dejó a voluntad de los animales, y previo 
al ensayo los animales se mantuvieron en ayuno por un periodo de 12 horas. 
 
Los animales fueron administrados por vía oral o vía intraperitoneal, con la dosis 
correspondiente de 6MC. Las muestras de sangre fueron tomadas por punción del seno 
retroorbital. 
 
Para el estudio de la farmacocinética de 6MC libre, se preparó una suspensión de 6MC en 
solución salina (NaCl 0.9 %), con Tween® 80 al 1 %. Para vía oral se administraron dosis 
de 100, 200, 300 y 400 mg/kg, y para la vía intraperitoneal 100, 150, 200 y 250 mg/Kg. Las 
muestras de sangre (0.4 mL) fueron colectadas a los 2, 6, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60, 120, 
240, 360, 480 y 1440 min después de la administración. 
 
Para la evaluación farmacocinética de los sistemas micropartículados, se administró vía 
oral lo correspondiente a una dosis de 200 mg/kg, estos fueron suspendidos en el mismo 
vehículo empleado para la 6MC libre. Las muestras de sangre fueron colectadas a los 15, 
30, 60, 90, 120, 240, 360, 480 y 1440 min, después de la administración. 
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4.2.4 Tratamiento de las muestras. 
 
Las muestras de sangre fueron sometidas a centrifugación a 6000 rpm durante 10 min. El 
plasma fue recuperado y homogenizado con ácido tricloroacético 20%, en proporción 1:1 
(v/v), y sometido nuevamente a centrifugación a 13000 rpm durante 10 min, el 
sobrenadante fue separado para la cuantificación de 6MC, mediante el método 
cromatográfico previamente validado en el grupo de investigación y publicado por 
Hernández et al. (2014). 
 
La cuantificación de 6MC, se realizó empleando cromatografía líquida de alta eficiencia 
(CLAE). Para lo cual se utilizó un equipo Agilent serie 1100. Como fase estacionaria se 
utilizó una columna Phenomenex ® (Macclesfield, UK) Bondclone C-18 (150 x 3.9 mm; 10 
µm). Para el método se manejó fase móvil en gradiente combinando el solvente A: Agua: 
Metanol: Ácido acético (95:5:2) y solvente B: Metanol: Ácido acético (100:2), el gradiente 
utilizado fue de 0 – 14 min 0 a 50 % de B, de 14 a 23 min 50 % de B, 23 – 24 min de 50 a 
0% de B, y de 24 a 32 min 0% de B. Con una velocidad de flujo de 1 mL/min, volumen de 
inyección de 20 L y a una temperatura de 40 °C. Los datos se recogieron mediante el 
software ChemStation® (Hernández et al., 2014). 
 
El tiempo máximo (Tmax) y la concentración máxima (Cmax) fueron determinados de la 
curva de concentración plasmática versus tiempo. El área bajo la curva ABC0-t fue 
calculada mediante integración trapezoidal de la misma curva de concentración 
plasmática, donde t es el tiempo en el cual se tomó el último punto de muestreo. 
 
El área bajo la curva de tiempo cero hasta infinito (ABC0-α), fue calculada mediante la 
ecuación 4-1. 




𝑨𝑩𝑪𝟎−∞ =  𝑨𝑩𝑪𝟎−𝒕   +
𝐂𝐭
𝒌𝒆
 Ecuación 4-1 
 
Donde Ct, es la última concentración plasmática determinada experimentalmente, y ke es 
la constante de eliminación. 
 
El tiempo de vida media (t½), fue calculado por la ecuación 4-2: 
 
𝒕𝟏/𝟐 = 𝑳𝒏𝟐/𝒌𝒆 Ecuación 4-2 
 
Donde ke es la constante de eliminación, que fue calculada de la regresión lineal de la fase 
de eliminación del perfil plasmático, transformada como logaritmo natural vs tiempo.  
 
La biodisponibilidad relativa fue calculada, relacionando las áreas bajo la curva (ABC0-α) 
de la administración vía oral, respecto a la vía intraperitoneal, siguiendo la ecuación 4-3. 
 
𝐹 =  
𝐴𝐵𝐶0−∞ (𝑖.𝑝) ∗𝐷
𝐴𝐵𝐶0−∞ (𝑣.𝑜)∗𝐷
 Ecuación 4-3 
 
El volumen de distribución (Vd) para cuando se realizó la administración por vía 
intraperitoneal, se calculó con la ecuación 4-4. 
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𝑉𝑑 =  
𝐷
𝐾𝑒∗𝐴𝐵𝐶0−∞
 Ecuación 4-4 
 
Y para cuando la administración se realizó por vía oral se calculó como un hibrido, teniendo 







 Ecuación 4.5 
Donde D es la dosis administrada. 
 
El cleareance (Cl) fue calculado mediante la ecuación 4-6. 
 
𝑪𝒍 = 𝑽𝒅 ∗ 𝑲𝒆 Ecuación 4-6 
 
Para la administración por vía oral el valor se expresa como Cl/F, debido al cálculo de Vd 
que involucra la biodisponibilidad. 
 
Con los datos de concentración plasmática después de la administración por vía oral se 
determinó la constante de absorción (ka), mediante el método de los residuales. 
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4.2.5 Identificación de metabolitos. 
 
Para determinar los posibles metabolitos de 6MC, se empleó la metodología de por 
cromatografía líquida de alta eficiencia, acoplado a masas (CLAE-MS). El equipo utilizado 
fue un CLAE Shimadzu con un detector UV y un espectrómetro de masas (SHIMADZU 
LCMS-2010 EV). Las condiciones cromatográficas fueron las mismas empleadas para la 
cuantificación de 6MC descrita previamente. Se utilizó nitrógeno como gas nebulizador a 
1 L / min, la tensión capilar fue de 4.500 V y el voltaje del detector fue de 1.500 V. El voltaje 
para la línea de disolución de colisión (CDL) y QarrayRF fue de 150 V en ambos casos. La 
temperatura de CDL fue de 250 °C. El espectro de masas fue obtenido entre 50 y 500 m/z 
en modo positivo. El análisis y procesamiento de los datos fue realizado con el software 
LabSolution® V3.0. 
 
4.2.6 Análisis estadístico. 
 
El análisis estadístico fue realizado a través del programa GraphPad® Prism 4 (GraphPad, 
Inc.) Las comparaciones múltiples de medias no pareadas fueron realizadas por ANOVA 
de dos vías. Los niveles de significancia fueron determinados a través de comparaciones 
múltiples utilizando análisis de Tukey o Bonferroni dependiendo de las características de 
los datos. Los datos son presentados como el promedio ± error estándar de la media.  
 
Las comparaciones simples entre los grupos se análisis se realizó mediante el test t de 
student, no pareado, con nivel de confianza de 95 %. 
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 Resultados y discusión. 
 
4.3.1 Análisis farmacocinético de 6-metilcumarina libre. 
 
La farmacocinética es el estudio del movimiento de un compuesto en el organismo después 
de la administración. Para la evaluación de la farmacocinética de un compuesto, son 
calculados los parámetros que conllevan al conocimiento del comportamiento de dicho 
compuesto dentro del organismo. Los parámetros biofarmacéuticos y farmacocinéticos de 
un fármaco definen la velocidad y extensión del ingreso del fármaco en el torrente 
sanguíneo desde diversos sitios de administración así como representan la velocidad y 
extensión de su eliminación (Wolfgang y Gregory, 2009). 
 
Dentro de los parámetros biofarmacéuticos, se encuentran aquellos que dependen de la 
forma farmacéutica, es decir: concentración plasmática máxima (Cmax), tiempo en el que 
se alcanza la concentración máxima (Tmax), área bajo la curva (ABC). Mientras que los 
parámetros farmacocinéticos dependen principalmente del fármaco, dentro de ellos: la 
constante de absorción (ka), el volumen e distribución (Vd), tiempo de vida media de 
eliminación (t1/2), constante de eliminación (ke), y tasa de depuración o clearance (Cl) 
(Shargel y Yu 1999). 
 
La absorción de un fármaco está influenciada por la solubilidad y la permeabilidad, dentro 
de los parámetros farmacocinéticos relacionados con la absorción se encuentran: la ka, el 
Cmax, Tmax y ABC. Después de alcanzar la circulación sistémica el fármaco es distribuido 
en el organismo es el Vd uno de los parámetros que permite predecir la transferencia del 
fármaco a los compartimentos del organismo considerando que los fármacos que 
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presentan una alta acumulación en tejidos presentan volúmenes de distribución altos 
(Budha et al., 2008). 
 
Tanto los biofarmacéuticos como los farmacocinéticos de 6MC, fueron determinados en 
ratas Wistar por dos vías de administración, vía oral y vía intraperitoneal y en diferentes 
dosis con el fin de verificar la linealidad de la farmacocinética. Debido a la baja solubilidad 
acuosa de 6MC no se logró realizar la administración de 6MC vía intravenosa, a la misma 
dosis o a una dosis donde la concentración plasmática fuera posible determinarla por la 
metodología validada por Hernández et al., 2014. 
  
Los perfiles de concentración plasmática en función del tiempo después de la 
administración intraperitoneal de 6MC en dosis de 100, 150, 200 y 250 mg/kg de peso, se 
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Figura 4-2. Curva de concentración plasmática de 6MC administrada vía 
intraperitoneal a diferentes dosis. 
 
 
A: Perfil plasmático en ratas Wistar de 6MC de 0 a 480 min, B Perfil plasmático en ratas Wistar de 
6MC de 0 a 120 min. Los datos son presentados como el promedio ± error estándar de la media. 
n=5 
 
Con los datos de la curva de concentración plasmática versus tiempo, se calcularon los 
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Los datos de presentan como el promedio ± desviación estándar. n=5 
 
Según los perfiles de concentración plasmática de 6MC (Figura 4-2) y los parámetros 
biofarmacéuticos y farmacocinéticos obtenidos, después de la administración por vía 
intraperitoneal (Tabla 4-1), podemos apreciar que se presenta una rápida absorción, ya 
que en los primeros 2 min se observa la presencia de 6MC en el plasma. Adicionalmente, 
se observa que a medida que aumenta la dosis, la cantidad de 6MC presente en plasma 
incrementa de manera proporcional. También es posible observar una rápida eliminación, 
ya que al tiempo final es decir 120 min las concentraciones detectadas son cercanas a 
cero, lo cual se ve reflejado en el corto tiempo de vida media encontrado en todas las dosis 
administradas.  
 
La linealidad de los parámetros biofarmacéuticos fue determinado en función de Cmax, 
ABC0-480 y ABC0- α. Y se muestran en la figura 4-3.  
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Figura 4-3 Linealidad de parámetros biofarmacéuticos de 6MC después de la 
administración vía intraperitoneal en diferentes dosis. 
 
 
Los datos de presentan como el promedio ± desviación estándar. n=5 
 
En la figura 4-3, podemos observar que en el rango de dosis evaluadas los parámetros 
biofarmacéuticos de 6MC después de la administración intraperitoneal, se comportan de 
forma lineal. Es decir, los parámetros biofarmacéuticos aumentan en forma directa con el 
aumento de la dosis. 
 
De igual manera, 6MC fue administrada por vía oral en diferentes dosis y los parámetros 
biofarmacéuticos y farmacocinéticos de 6MC fueron determinados. En la figura 4-4, se 
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Figura 4-4 Curva de concentración plasmática de 6MC administrada vía oral en 
diferentes dosis. 
 
A: Perfil plasmático de 6MC de 0 a 480 min, B Perfil plasmático de 6MC de 0 a 120 min. Los datos 
son presentados como el promedio ± error estándar de la media. n=5 
 
En este caso se puede observar que la absorción de 6MC desde el tracto gastrointestinal, 
se da de manera rápida, encontrando concentraciones plasmáticas detectables mediante 
el método cromatográfico previamente validado después de los 2 min de la administración, 
llegando a una concentración máxima en un tiempo de 20 a 30 min. De igual manera a lo 
observado cuando se administró 6MC por la vía intraperitoneal, al tiempo final las 
concentraciones plasmáticas fueron bajas, mostrando una rápida eliminación. Dosis de 
100 mg/kg también se evaluaron, sin embargo para ese caso no fue posible realizar la 
cuantificación de la 6MC en las muestras de plasma. 
 
Los parámetros biofarmacéuticos y farmacocinéticos fueron determinados desde el perfil 
plasmático, y en este caso fue posible calcular, adicionalmente, la constante de absorción 
de 6MC. Los resultados son reportados en la tabla 4-2, la linealidad de los parámetros 
biofarmacéuticos en función de Cmax, ABC0-480 y ABC0- α se muestran en la figura 4-4. 
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Tabla 4-2 Parámetros biofarmacéuticos y farmacocinéticos de 6MC después de 























































Los datos de presentan como el promedio ± desviación estándar. n=5 
 
Figura 4-5 Parámetros biofarmacéuticos de 6MC después de la administración vía 
oral en diferentes dosis. 
 
 
Los datos de presentan como el promedio ± desviación estándar. n=5 
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Como se puede apreciar, los datos visualmente se ajustan a un modelo lineal, aunque el 
valor de coeficiente de determinación para la relación de ABC0-480 y ABC0- α respecto a la 
dosis no es cercano a uno, el valor de p (0.0004 para ambos casos, figura 4.5), indica que 
existe una alta probabilidad que la dosis ejerza un efecto significativo sobre el cambio de 
estos parámetros y es explicado por la ecuación que representa la recta.  
 
Una vez establecida la linealidad de la farmacocinética es importante determinar el modelo 
compartimental que siguen los datos plasmáticos. Para esto mediante la transformación 
logarítmica de los datos plasmáticos es posible establecer los compartimentos en el cual 
el fármaco se distribuye en el organismo y así calcular otros parámetros como Vd y Cl, los 
datos de la linealización para los perfiles plasmáticos administrados IP y VO a una dosis 
de 200 mg/kg de 6MC, se presentan en la figura 4-6. 
 
Figura 4-6 Linealización de datos plasmáticos de 6MC después de la 
administración en ratas, dosis 200 mg/kg. 
 
 
Los datos son presentados como el promedio ± error estándar de la media. n=5 
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Para decidir si la farmacocinética presenta un modelo de uno o dos compartimentos, es 
posible evaluar visualmente el gráfico semilogarítmico de los datos de concentración 
plasmática versus tiempo. Si tomando los datos de la fase final y extrapolándolos hasta el 
eje, ningún dato se encuentra por encima de la línea, el modelo de un compartimento es 
aplicable (Wolfgang y Gregory, 2009). Como se puede apreciar en la figura 4-6 tanto para 
la administración IP y VO, los datos tienen el comportamiento previamente descrito, por lo 
que es posible decir que 6MC tiene una farmacocinética de un compartimento. 
 
Con el fin de evaluar la influencia de vía de administración sobre los parámetros 
biofarmaceuticos y farmacocinéticos encontrados, utilizamos los datos obtenidos para la 
dosis de 200 mg/kg, la cual es una dosis que se encuentra en el rango de linealidad de las 
dos vías de administración, además de ser la dosis a la cual 6MC presentó actividad 
antiinflamatoria (Cárdenas et al., 2014), y la dosis a la cual se evaluará la influencia del 
sistema micropartículado sobre los parámetros farmacocinéticos. Los datos son 
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Tabla 4-3 Parámetros Biofarmacéuticos y farmacocinéticos de 6-metilcumarina 
administrado a una dosis de 200 mg/kg, vía oral e intraperitoneal en ratas. 
      





977.2 ± 276.5 2177.0 ± 331.6 * 
ABC 0- α  
(µg/mL*min) 
1015.4 ± 296.1 2234.9 ± 354.1 * 
C max (µg/mL) 17.13 ± 2.90 26.18 ± 2.47 *** 
Tmax (min) 30 6.0 *** 
ke (min-1) 0.0064 ± 0.0009 0.0076 ± 0.0007 NS 
t ½ (min) 109.8 ± 15.0 92.3 ± 8.7 NS 




3612.8 ±  
12042.7 
* 
F 0.45   
Los datos de presentan como el promedio ± desviación estándar. n=5.  
t de student*** p < 0.001. * p < 0.01 NS No significativo 
 
En la comparación de los valores de Cmax, Tmax, ABC0-480 y ABC0- α es posible observar 
que para la vía intraperitoneal, se presentaron valores más altos que para la vía oral. Esto 
es debido a que la vía intraperitoneal es una vía utilizada cuando se requiere una rápida 
absorción (Morton et al., 2001), ya que la absorción se da a través de los vasos 
mesentéricos que drenan a la vena porta y por lo tanto el acceso a torrente sanguíneo se 
da en menor tiempo que por la vía oral (Turner et al., 2011). 
 
En cuanto a la ke, t1/2, al realizar una comparación de los valores obtenidos mediante una 
prueba t, no se observó que exista diferencia significativa, lo cual era de esperarse pues 
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Respecto a los valores de Vd tanto para la vía oral como la intraperitoneal, fueron muy 
superiores al volumen de agua corporal total de una rata (668mL/kg) (Wu et al., 2012), 
indicando que 6MC se distribuye ampliamente en todo el organismo (Fan y de Lannoy, 
2014).  
 
Comparando con otras cumarinas administradas en ratas vía oral, 6MC mostró tener un 
t1/2 similar al que presentan dafnoterina y dafnetina (t1/2 de 93 ± 26 y 262.23 ± 96.31 min 
respectivamente) (Wei et al., 2016; Lin et al., 2005; Zhang et al., 2014). Para cumarina, se 
encontraron t1/2 entre 60-120 min en humanos y entre 60-240 horas en otras especies, 
tales como rata (Lake, 1999).  
 
Por otra parte, para los dos casos, la administración IP y VO, se observa una rápida 
absorción (según lo observado en las figuras 4-2 y 4-4), pero bajas concentraciones 
plasmáticas (10.25 ± 0.72 y 26.18 ± 2.47 µg/mL para VO e IP respectivamente), lo cual 
podría estar relacionado con la alta tasa eliminación (Cl) encontrada y posiblemente a una 
alta tasa metabolización de 6MC después de su administración. 
 
La biodisponibilidad absoluta está definida como la fracción de la dosis administrada que 
alcanza la circulación sistémica, respecto a la dosis administrada vía intravenosa, mientras 
la biodisponibilidad relativa es la fracción de dosis administrada que alcanza la circulación 
sistémica respecto a una vía de administración diferente a la intravenosa (Haidar et al., 
2008). Como se mencionó con anterioridad para 6MC no fue posible realizar la 
administración por vía intravenosa por lo cual el valor reportado en este trabajo, 
corresponde a la biodisponibilidad relativa a la vía de administración IP, que es una vía 
parenteral de rápida absorción (Turner et al., 2011). Encontrando un valor de 
biodisponibilidad relativa de 0.45, el cual es menor a lo reportado para cumarina, un 
compuesto estructuralmente relacionado con 6MC, administrada vía oral en humanos, 
donde presentó una rápida absorción desde el tracto gastrointestinal, y una rápida 
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metabolización por efecto del primer paso dando lugar a que solamente un 2-6 % es 
encontrado intacto en la circulación sistémica (Felter et al., 2006). De igual forma, otros 
autores han descrito este comportamiento de alta metabolización y bajas concentraciones 
plasmáticas de cumarina, indicando una biodisponibilidad absoluta de solamente 1-5% 
(Hoult et al., 1996).  
 
Como se mencionó en el capítulo 1, se encontró para 6MC una baja solubilidad, que 
conlleva a una baja velocidad de disolución y por ende puede resultar en una incompleta 
absorción del fármaco administrado, que daría como resultado una baja biodisponibilidad 
(Khadra et al., 2015). 
 
La posible metabolización de 6MC después de su administración puede ser observada al 
analizar los cromatogramas obtenidos para la cuantificación de 6MC, en donde se 









178 Estudio de la correlación in vitro – in vivo de la liberación de 6-metilcumarina a 
partir de un sistema micropartículado 
 
Figura 4-7 Cromatograma obtenido por CLAE en muestras de plasma después de la 
administración oral de 6-metilcumarina, en ratas Wistar. 
 
A: Perfil cromatográfico de plasma después de administración oral de 6MC, en ratas (Do = 200 
mg/kg). B: Perfil cromatográfico de plasma después de administración intraperitoneal de 6MC, en 
ratas (Do = 200 mg/kg). C: Perfil cromatográfico de una muestra de plasma de rata D: Espectro UV 
de los picos con tr 8096 min y E: Espectro UV de los picos con tr 10960 min. 
1: desconocido, 2: 6MC 
Fase móvil A: Agua:MeOH:Ac.ácetico (95:5:2), Fase móvil B: MeOH:Ac.ácetico (100:2). Vol 
inyección 20 µL, temperatura 40 °C. Columna Phenomenex®, Bondclone C-18 (150 x 3.9 mm; 10 
µm). 
 
En la figura 4-7 se presentan los perfiles cromatográgicos obtenidos mediante la 
metodología validada por el grupo de investigación, para la cuantificación de 6MC en 
muestras de plasma (Hernández et al., 2014). Los picos observados durante los primeros 
tres min corresponden a la matriz plasmática blanco (Figura 4-7c), mientras que la 6MC se 
encuentra a un tiempo de retención (tr) de 10.96 (2). Adicional a estas señales, es 
importante resaltar un pico referente a un compuesto de menor polaridad que se presenta 
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a tr = 8.09 (1).Para los dos picos observamos su espectro de absorbancia UV (Figura 4-7 
d y e), que en los dos casos muestran dos picos de máxima absorción a aproximadamente 
278 y 321 nm, que corresponden a la estructura del núcleo cumarínico (Hernández et al., 
2014). Los picos con tr de 8.09 y 10.96 presentan un factor de pureza de pico de 990.52 y 
998.43 respectivamente, lo cual indica que existe una alta probabilidad que la señal 
corresponda a un único analito. 
 
Con el fin de identificar el compuesto con tr de 8.08, una muestra fue analizada por CLAE-
MS y los resultados se muestran en la tabla 4-4. 
 
Tabla 4-4 Principales compuestos presentes en muestras de plasma identificados 


























De esta manera fue posible identificar que el pico 1 corresponde a cumarina y que se 
presenta como el principal metabolito de 6MC, teniendo en cuenta el espectro UV obtenido 
180 Estudio de la correlación in vitro – in vivo de la liberación de 6-metilcumarina a 
partir de un sistema micropartículado 
 
en el perfil cromatográfico por CLAE (Figura 4-7d) y los datos de masa molecular obtenidos 
por CLAE-MS, comparados con los estándares utilizados. Este resultado sugiere que la 
desmetilación es probablemente la biotransformación primaria que sufre la 6MC, con el fin 
de aumentar la polaridad de la molécula. Esta demetilación ha sido reportada para otros 
compuestos como lobeglitazona (Song et al., 2014; Lee et al., 2015), así como también 
para un compuesto cumarinico denominado ostol, en el cual se da la desmetilación como 
una reacción de metabolismo fase I (Yuan et al., 2009). Otros picos minoritarios también 
fueron observados pero no fue posible proponer una estructura pues el peso molecular no 
es similar con los metabolitos comunes de la estructura cumarina (Lake, 1999). 
 
Con el fin de conocer mejor el comportamiento del metabolito principal, es decir cumarina 
se realizó la cuantificación de esta para conocer su perfil plasmático. Para esto, utilizando 
la misma metodología de CLAE, que dentro de los parámetros de validación mostró ser 
selectiva para estructuras químicamente similares, dentro de ellas la cumarina (Hernández 
et al., 2014). Se realizó una curva de calibración de cumarina utilizando como matriz 
plasma de rata (Figura 4-8). 
 
Figura 4-8 Curva de calibración de cumarina en plasma. 















Datos expresados como el promedio ± desviación estándar (n=3) 
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La ecuación que describen la recta es: Y= 152.5 ± 2.862X + 23.84 ± 104.5, con un 
coeficiente de determinación de 0.9937. Con los datos plasmáticos obtenidos después de 
la administración oral e intraperitoneal de 6MC a una dosis de 200 mg/kg, se construyó el 
perfil plasmático de cumarina, el cual podemos observar en la Figura 4-9. 
 
Figura 4-9 Perfil plasmático comparativo de 6-metilcumarina y Cumarina después 
de la administración de una dosis de 200 mg/kg de 6MC, vía oral y vía 
intraperitoneal en ratas Wistar. 
 
Datos expresados como el promedio ± Error estándar de la mediar (n=5) 
 
Como podemos observar en la figura 4-9, las concentraciones plasmáticas de cumarina en 
comparación con las encontradas de 6MC son muy altas, es decir que se presenta una 
alta tasa de metabolización de 6MC, ya que desde los primeros momentos después de la 
administración se encontraron elevadas concentraciones de cumarina. En los perfiles 
plasmáticos después de la administración intraperitoneal podemos observar la aparición 
de dos picos de máxima absorción, lo cual puede ser explicado posiblemente por la 
recirculación enterohepática. 
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La circulación enterohepática es un factor que puede afectar la tasa de absorción de un 
compuesto determinado y ocurre a través de la excreción biliar o la reabsorción intestinal 
de una sustancia. La recirculación es observada por la reaparición de múltiples picos de 
Cmax en estudios in vivo, teniendo como consecuencia el aumento del t1/2 de eliminación. 
Dentro de los factores que influyen en la eliminación biliar, se encuentra la estructura 
química de la sustancia, la polaridad, el tamaño molecular, el transporte a través de 
membranas, su biotransformación y posibles reabsorciones en los ductos biliares intra-
hepáticos (Gao et al., 2014). Dado que el comportamiento de un doble pico de Cmax no 
se observa de manera evidente cuando la 6MC es administrada por vía oral, podemos 
decir que no existe una reabsorción intestinal de 6MC que conlleve a una nueva 
metabolización a cumarina. 
 
Con base en los datos de concentración plasmática de cumarina encontrados después de 
la administración vía oral, se calculó el área bajo la curva (ABC0-480) que corresponde a un 
valor de 7712 (µg/mL*min), el cual resulta ser ocho veces mayor que el obtenido para 6MC 
(977.2 µg/mL*min). Para el caso de la vía intraperitoneal esta relación de ABC cumarina/ 
ABC 6MC es mayor, 14.5 veces, lo cual nos puede estar indicando que la metabolización 
se da de manera más rápida cuando la 6MC se administra por esta vía. 
 
4.3.2 Análisis farmacocinético de 6-metilcumarina desde 
micropartículas de PCL. 
 
Con el fin de evaluar la influencia del sistema micropartículado sobre los parámetros 
farmacocinéticos de 6MC, se administró por vía oral a grupos de 6 animales 
micropartículas de PLC cargadas con 6MC en dosis equivalente a 200 mg/kg de 6MC. 
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Los perfiles plasmáticos que muestran el comportamiento de 6MC administrada desde 
sistemas micropartículados de PCL, desarrollados según lo establecido en el capítulo 3 del 
presente trabajo se muestran en la figura 4-10. 
 
Figura 4-10 Perfiles plasmáticos de 6-metilcumarina, después de la administración 
oral de micropartículas poliméricas cargadas de 6MC, vía oral en ratas Wistar 
 
Dosis de a una dosis de 200 mg/kg. Los datos son presentados como el promedio ± error 
estándar de la media. n =6 
 
Como podemos apreciar en la figura 4-10, se presenta una rápida absorción de 6MC, 
alcanzando concentraciones plasmáticas altas en los primeros 30 min, en todas las 
formulaciones evaluadas. También se observa una mayor concentración plasmática para 
la formulación desarrollada con PCL 45000 + NaCl y una menor concentración para la 
formulación desarrollada con PCL 70000.  
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Para realizar una comparación de la influencia de la formulación sobre la farmacocinética 
de 6MC, se calcularon los parámetros biofarmacéuticos, los cuales se presentan en la tabla 
4-5. 
 
Tabla 4-5 Parámetros biofarmacéuticos de 6-metilcumarina desde micropartículas 




























2,83 ± 0.17 
*** 
2.03 ± 0.20 
*** 






F 0.60 0.52 0.43 0.45   
 
Los datos son presentados como el promedio ± desviación estándar, n=6. Test de Dunnet *** p < 
0.001, * p < 0.01, NS no significativo, respecto a la vía oral 
 
Según los datos reportados en la tabla 4-5, es posible analizar la influencia de la 
formulación sobre los parámetros biofarmacéuticos obtenidos. Podemos apreciar que el 
sistema desarrollado con PCL 45000 + NaCl, fue aquel con el cual se alcanzó mayor 
concentración plasmática en comparación con los otros dos sistemas, así como una mayor 
área bajo la curva que representa el total de la dosis absorbida. 
 
Comparando los parámetros biofarmacéuticos de ABC0- α y Cmax, el sistema desarrollado 
con PCL 45000 + NaCl, fue el único que presentó una diferencia estadísticamente 
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significativa respecto a los datos encontrados cuando se administró 6MC libre por la vía 
oral. Los otros dos sistemas las diferencias encontradas fueron solamente respecto a 
Cmax. Estos resultados eran de esperarse si tenemos en cuenta que en los perfiles de 
liberación encontrados, PCL 45000 + NaCl fue el sistema que presentó mayor porcentaje 
de 6MC disuelto a través del tiempo. 
 
Respecto a la comparación de los parámetros biofarmacéuticos obtenidos a partir de la 
administración por la vía oral de 6MC libre y micropartículas de 6MC a la misma dosis (200 
mg/kg), se observa una reducción significativa de la Cmax alcanzada cuando se 
administraron los sistemas micropartículados respecto al obtenido cuando se administró 
6MC libre (Cmax 10.25 ± 0.72 µg/mL). Este comportamiento es debido a que la 
concentración alcanzada en los primeros min después de la administración depende de la 
cantidad de 6MC en la superficie de las micropartículas, es decir al conocido efecto “Burst”, 
que corresponde solamente a una fracción de la dosis total administrada.  
 
Sin embargo si observamos el comportamiento del área bajo la curva hasta el infinito 
(ABC0-α) puede destacarse que en todos los casos los sistemas micropartículados 
presentan (ABC0-α) mayores que los encontrados cuando se administró 6MC libre. Siendo 
el ABC es un parámetro que describe el total de la dosis absorbida, podemos decir que los 
sistemas micropartículados desarrollados aumentaron el porcentaje de absorción de 6MC 
administrado por vía oral, esto se ve reflejado en la biodisponibilidad relativa (F), que como 
se observa en la tabla 4-5, en los casos de PCL 45000 y PCL 45000 + NaCl fue mayor al 
que se obtuvo cuando se administró 6MC libre. Este aumento en la biodisponibilidad, se 
puede ver reflejado en una mayor actividad farmacológica, como se observó en ensayos 
previos realizados en donde al administrar 6MC desde micropartículas de PCL, se observó 
una mayor actividad antiinflamatoria, respecto a la 6MC libre (Cárdenas et al., 2014). La 
mejora de las propiedades biofarmacéuticas ha sido observada también en micropartículas 
de PCL cargadas de 5-fluorouracilo, en donde el sistema micropartículado desarrollado 
mostró un aumento en el ABC en comparación con una formulación convencional (Sastre 
et al., 2004). 
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Respecto a las propiedades farmacotécnicas de las micropartículas elaboradas reportadas 
en la tabla 2-9, es posible proponer una relación entre el tamaño de partícula y algunos 
parámetros biofarmacéuticos encontrados, los cuales se presentan en la figura 4-11. 
 
Figura 4-7 Relación entre el tamaño de partícula y algunos parámetros 
biofarmacéuticos de 6-metilcumarina desde micropartículas de PCL, administrados 
vía oral en ratas Wistar. 
 
 
Podemos observar que existe una relación inversamente proporcional en relación al 
tamaño de partícula y la Cmax y el ABC0-α de los sistemas micropartículados. Este hallazgo 
puede ser explicado por la velocidad de disolución ya que, como lo estableció Noyes – 
Whitney, al tener un menor tamaño de partícula la velocidad de disolución será mayor 
debido a la mayor área superficial que se encuentra en contacto con el medio de disolución 
(Sinko, 2006). En este caso, se ve reflejado en una mayor cantidad de 6MC disponible 
para ser absorbida cuando se tiene un menor tamaño de partícula, recordando que la 
permeabilidad encontrada para 6MC es alta, es decir no es limitante en el momento de la 
absorción, la cantidad de 6MC depende únicamente de la 6MC disponible después de la 
liberación desde el sistema micropartículado al tracto gastrointestinal. 
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Al igual que lo hallado cuando se administró 6MC libre por vía oral, luego de ser 
administrados los sistemas micropartículados, también se evidenció la presencia del 
metabolito cumarina. Los perfiles plasmáticos de 6MC y cumarina después de la 
administración por vía oral de los sistemas micropartículados, se presentan en la figura 4-
12. 
 
Figura 4-2 Perfil plasmático de 6-metilcumarina y Cumarina, después de la 
administración oral de micropartículas de PCL cargados de 6-metilcumarina, en 
ratas Wistar. 
 
Datos expresados como el promedio ± Error estándar de la mediar (n=6) 
Al realizar la comparación de las ABC del metabolito, cumarina, respecto al 6MC, se 
encontraron valores cercanos a 8, similares a los observados cuando se administró 6MC 
libre, este hecho puede indicarnos que la microencapsulación no tiene ninguna influencia 
sobre la metabolización de 6MC. 
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Se logró determinar los parámetros biofarmacéuticos y farmacocinéticos de 6MC se 
determinaron después de su administración vía oral e intraperitoneal en ratas Wistar. 
Encontrándose que el compuesto presenta una rápida eliminación reflejado en tiempos de 
vida media cortos, menores a 110 min y una constante de eliminación de 0.0070 min -1. 
Adicionalmente un gran volumen de distribución que indica una amplia distribución. 
 
Se identificó a la Cumarina como el metabolito principal de 6-metilcumarina, sugiriendo 
una desmetililación como la primera reacción de biotransformación de 6MC. 
 
Se modificaron los parámetros biofarmacéuticos de ABC y Cmax de 6-metilcumarina 
cuando se administraron los sistemas micropartículados desarrollados por la vía oral, 
dando lugar a un aumento el porcentaje absorción de 6MC, y una mayor biodisponibilidad 
relativa. 
 
Se encontró una relación inversamente proporcional entre el tamaño de partícula de los 
sistemas micropartículados empleados, con la concentración máxima y el área bajo la 
curva de 6MC cuando se administra desde micropartículas de PCL. 
 
Se evidenció que la microencapsulación de 6MC no tiene efecto sobre la metabolización 




5. Desarrollo de la Correlación in vitro – in vivo. 
 
 Aspectos teóricos. 
 
Una correlación in vitro - in vivo (CIVIV) puede definirse como un modelo matemático 
predictivo que describe la relación entre una característica de la forma farmacéutica de 
administración oral (generalmente la velocidad y cantidad de fármaco disuelto) y una 
respuesta relevante in vivo (como la concentración plasmática o la cantidad de fármaco 
absorbida) (FDA, 1997). 
 
El principal objetivo de establecer dicha correlación, es el de utilizar el ensayo de disolución 
cómo sustituto de los estudios en humanos, no solo en los estudios de bioequivalencia 
sino también como una herramienta en el diseño de medicamentos, ya que a menudo es 
usado para disminuir y optimizar el tiempo de desarrollo de productos farmacéuticos (FDA, 
1997; Lu et al., 2011; Naeem Aamir et al., 2011).  
 
En lo referente a diseño de medicamentos, en la etapa de preformulación es posible 
seleccionar los excipientes apropiados para el medicamento mediante estudios de 
disolución, mientras en la fase final del diseño del producto, los estudios de disolución in 
vitro pueden emplearse como sustitutos de los ensayos de biodisponibilidad en la selección 
de formulaciones candidatas para un producto farmacéutico (Azarmi et al., 2007; Shen et 
al., 2015). Desde el punto de vista regulatorio después de que el medicamento ha obtenido 
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su registro sanitario, el establecimiento de CIVIV facilita notablemente la realización de 
pruebas in vitro que pronostiquen el desempeño de un medicamento in vivo, como 
consecuencia de una modificación en la formulación o en el proceso de manufactura. Esto 
implica, además de un trabajo menos dispendioso para desarrollar o mejorar un producto, 
la reducción en los ensayos clínicos requeridos, con la consiguiente disminución de la 
experimentación en humanos, así como los tiempos y costos asociados a los mismos. Lo 
importante, es que una vez demostrada una CIVIV, es posible establecer un ensayo de 
disolución predictor del comportamiento in vivo, con su respectiva especificación, que 
puede ser utilizado como ensayo de control de calidad para producto terminado, 
disminuyendo así la posibilidad de liberar lotes de producto con diferentes desempeños in 
vivo (Dressman et al., 1998). 
 
La FDA estableció cuatro niveles de Correlación in vitro - in vivo (CIVIV), los cuales se 
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Tabla 5-1 Niveles de correlación in vitro - in vivo. 
Nivel Descripción 
A Es generalmente de tipo lineal y representa punto a punto la relación entre la 
disolución in vitro y la velocidad de absorción in vivo. La correlación no lineal, 
es poco común, pero puede ser apropiada. Este nivel es considerado el más 
informativo, por lo cual es el más recomendado. 
B Usa los principios de análisis de momento estadístico. El tiempo medio de 
disolución in vitro es comparado con el tiempo medio de residencia in vivo o 
el tiempo medio de disolución in vivo. La correlación B no es única, porque 
diferentes curvas de concentración plasmática, pueden producir similares 
tiempos medio de residencia in vivo. Este nivel B es menos útil para fines 
regulatorios. 
C Establece un solo punto de relación, entre un parámetro de disolución y un 
parámetro farmacocinético (Ej: ABC, Cmax, Tmax). El nivel de correlación C 
no refleja la forma completa de la curva de concentración plasmática, el cual 
es un factor crítico que define el desarrollo de productos de liberación 
modificada. El nivel C puede ser útil en las primeras etapas de desarrollo, 
cuando las formulaciones experimentales están siendo desarrolladas. 
C-
múltiple 
Relaciona uno o más parámetros farmacocinéticos de interés con la cantidad 
de fármaco disuelto en diferentes tiempos del perfil de disolución. Debe ser 
demostrada una relación en cada punto de tiempo con el mismo parámetro, 
de tal manera que el efecto sobre el desempeño in vivo después de algún 
cambio en la disolución pueda ser determinado. Este nivel puede ser igual de 
útil al nivel A 
ABC: Área Bajo la Curva, Cmax: Concentración máxima, Tmax: Tiempo máximo. (FDA, 1997) 
 
El proceso para desarrollar la CIVIV se hace en varios pasos: 1 - Se desarrollan 
formulaciones con diferentes velocidades de liberación (lenta, media y rápida), 2 - Se 
obtienen los perfiles de disolución in vitro y perfiles de concentración plasmática de las 
formulaciones y 3 - Se estima el tiempo de absorción y disolución para cada formulación 
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usando un modelo matemático adecuado (Ej: deconvolución, modelo de Wanger- Nelson, 
modelo Loo-Riegeman) (Emami, 2006). 
 
En general cualquier método de CIVIV para una formulación de liberación sostenida, debe 
proveer lo siguiente: 
 
A. La correlación debe ser demostrada con mínimo dos formulaciones de diferentes 
velocidades de liberación, aunque tres o más son recomendadas. Una excepción 
en la cual es posible la utilización de una única formulación son aquellas en las 
cuales la disolución in vitro es independiente de las condiciones del ensayo (medio, 
pH, agitación, etc.). Si una o más formulaciones (la de liberación más lenta o más 
rápida) no muestran la misma relación entre la disolución in vitro y el desempeño 
in vivo que evidencian las otras formulaciones, la correlación puede ser utilizada en 
el rango donde se mantenga la correlación (Emami, 2006). 
 
B. La metodología de disolución, que deber ser previamente establecida y utilizada en 
todos los ensayos, debe discriminar claramente entre las formulaciones evaluadas. 
Durante los primeros estadios del desarrollo de la correlación, las condiciones del 
ensayo de disolución debe ser modificadas con el fin de encontrar las condiciones 
que permitan tener una correlación uno a uno entre el perfil de disolución in vitro y 
los perfiles plasmáticos in vivo. Se debe utilizar la misma escala de tiempo para 
evaluar todas las formulaciones. Si no es posible utilizar la misma escala de tiempo 
es un indicativo de la ausencia de CIVIV (Emami, 2006). 
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5.1.1 Consideraciones para el desarrollo de correlaciones in vitro 
– in vivo. 
 
El proceso de disolución y absorción de un fármaco es complejo y puede ser afectado por 
varios factores, que se pueden clasificar en tres grupos (Lu et al., 2011). 
 
Las propiedades fisicoquímicas juegan el papel más importante en la predicción de la 
absorción in vivo. En especial porque el proceso de disolución depende de varias 
propiedades fisicoquímicas incluyendo la solubilidad, la dependencia de pH, la formación 
de sales, y el tamaño de partícula, además de otros factores como constante de ionización, 
y el pKa. Estas propiedades deben ser tenidas en cuenta en la construcción de un modelo 
de correlación (Lu et al., 2011). 
 
La permeabilidad del fármaco juega un papel importante en la absorción de fármacos, 
administrados por vía oral. Otros factores que se pueden considerar en el desarrollo del 
modelo de CIVIV es el coeficiente de partición, particularmente en octanol-agua, el cual 
puede ser un indicativo de permeabilidad en membranas. Aunque no es suficiente para 
predecir la absorción in vivo (Lu et al., 2011). 
 
Las condiciones fisiológicas también deben ser consideradas en el desarrollo del modelo 
de CIVIV, ya que estas pueden afectar la velocidad y el grado de absorción de un fármaco. 
Por ejemplo el pH, que se hace importante cuando hay un gradiente inherente, como por 
ejemplo en el tracto gastro- intestinal que puede variar entre 1 y 8 desde el estómago hasta 
el colon. Otro factor a considerar es el tiempo de transito gastrointestinal, que por ejemplo 
después de la ingesta de un líquido es de 1 h, mientras que después de la ingesta de un 
componente sólido es de 2 a 3 h. Por lo cual, la administración del fármaco con un sólido 
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o un líquido afecta el tiempo de vaciado del fármaco lo que conlleva a variaciones de la 
amplitud de liberación del fármaco. El modelo de correlación establecido deberá tener en 
cuenta estos cambios (Lu et al., 2011; Dokoumetzidis y Macheras, 2008). 
 
5.1.2 Evaluación de la predictibilidad del nivel de correlación A y 
C. 
 
La CIVIV debe ser evaluado para demostrar que la capacidad predictiva del desempeño in 
vivo de una formulación a partir de su disolución in vitro, es mantenida en un rango de 
velocidades de disolución in vitro estudiadas (lenta. Moderada y rápida) y los posibles 
cambios en la manufactura de las formulaciones. Dependiendo de la aplicación que se le 
dé a una correlación in vitro - in vivo y del margen de seguridad del fármaco, se debe 
establecer la capacidad de predicción o el error de predicción interno o externo (FDA, 1997; 
Emami, 2006). 
 
La evaluación de la predicción interna está basada en los datos iníciales utilizados para 
definir el modelo de correlación. La evaluación de la predicción externa se basa en un set 
de datos adicionales a los usados en el establecimiento de la CIVIV. La aplicación de uno 
o más de estos procedimientos constituye la evaluación de la capacidad predictiva del 
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5.1.3 Utilidad de la correlación in vitro - in vivo.  
 
El establecimiento de una CIVIV, puede ser empleada con fines regulatorios o de desarrollo 
de formulaciones. En ambientes regulatorios su principal aplicación es la posibilidad de 
solicitar la bioexención para un nuevo producto farmacéutico, obtenido por un nuevo 
diseño, cambios en los procesos de fabricación, cambios en la formulación, cambios en el 
sitio de fabricación o cambios de equipos (Emami, 2006; Lu et al., 2011). 
 
De otra parte el proceso de investigación y desarrollo de un nuevo medicamento la CIVIV, 
puede ser utilizada para: 
 
 Establecer de las condiciones de disolución. 
 
Una vez desarrollada la CIVIV en la cual se tuvo en cuenta formulaciones con velocidades 
de disolución más bajas y altas, se fijan las especificaciones de disolución punto a punto. 
Teniendo en cuenta que el objetivo del desarrollo de CIVIV es el establecimiento de un 
ensayo de disolución in vitro como indicador del desempeño de la formulación in vivo, la 
principal aplicación de las CIVIV es la de proporcionar un ensayo de disolución como un 
sustituto de los estudios en humanos cuando se desea demostrar bioequivalencia entre 
dos productos. Además, una vez demostrada la CIVIV, es posible establecer un método 
de disolución predictor del comportamiento in vivo con su respectiva especificación, que 
puede ser utilizado como ensayo de control de calidad para producto terminado, 
disminuyendo así la posibilidad de liberar lotes de producto con diferentes desempeños in 
vivo (Azarmi et al., 2007) 
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El mapeo es un concepto que relaciona las variables críticas de fabricación (incluida la 
formulación, variación en procesos y equipos), que puedan afectar significativamente la 
liberación del fármaco desde el producto. Su objetivo es definir las especificaciones de 
bioequivalencia, basados en las especificaciones aceptables de disolución, lo cual 
permitirá disminuir el número de estudios necesarios en caso de realizar cambios de escala 
o de formulación después de la aprobación del registro sanitario, siempre y cuando la 
capacidad predictiva de la CIVIV haya sido demostrada. Por otro lado, los estudios de 
CIVIV se constituyen en una herramienta importante en el diseño y desarrollo de 
formulaciones especialmente si se logra relacionar con las características del producto 
(Emami, 2006; Shen y Burgess, 2015). A través del desarrollo adecuado y la aplicación de 
la CIVIV es posible reducir el número de animales utilizados en la etapa de desarrollo de 
nuevos medicamentos (Shen y Burgess, 2015). 
 
5.1.4 Correlación in vitro – in vivo para sistemas 
micropartículados. 
 
Para el caso de sistemas micropartículados se ha reportado estudios de CIVIV por ejemplo 
en microesferas de PLGA cargadas con Huperizina, un alcaloide aislado de Huperzia 
serrata, administradas por vía intramuscular y subcutánea en perros. En este estudio se 
estableció que existe una CIVIV de tipo lineal entre la fracción absorbida y el porcentaje 
de disolución determinado in vitro. Sin embargo, para los estudios de disolución no se 
utilizaron ningún aparato especificado en la farmacopea. De igual forma, se encontró una 
correlación lineal entre el porcentaje absorbido con relación al tiempo medio de disolución 
en las formulaciones evaluadas con diferentes velocidades de disolución. Con base en los 
resultados obtenidos, se propone a la CIVIV como una herramienta importante en el diseño 
de formulaciones de tipo micropartículado (Chu et al., 2006). 
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De manera similar, micropartículas de PLGA cargadas de risperidona administradas vía 
intramuscular en conejos, mostraron una correlación nivel A utilizando el aparato de 
disolución 4 de flujo continuo descrito por la farmacopea (Shen et al., 2015). 
 
En otro estudio, micropartículas de PLGA cargadas con dexametasona fueron 
administradas vía subcutánea en ratas y los perfiles in vivo mostraron una liberación más 
rápida que lo encontrado in vitro, utilizando el aparato 4 de la farmacopea. Los autores 
atribuyen este hallazgo a la alta degradabilidad del polímero en el sitio de aplicación. A 
pesar de esto, después de la normalización de los datos respecto al tiempo tanto in vitro 
como in vivo fue posible establecer una correlación lineal. (Zolnik y Burgess, 2008). 
 
Es de resaltar que aunque existen estudios donde se muestra la aplicación del 
establecimiento de la CIVIV para sistemas micropartículados cargados con diferentes 
fármacos, estos estudios se han centrado en la administración de las micropartículas por 
vía parenteral (intravenosa, intramuscular, o subcutánea) (Shen y Burgess, 2015) y es 
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Los sistemas micropartículados cargados de 6MC, desarrollados para el establecimiento 
de la CIVIV, se elaboraron de acuerdo a las condiciones establecidas en el capítulo 2 del 
presente trabajo. Las formulaciones utilizadas son PCL 45000, PCL 45000 + NaCl, PCL 
70000. 
 
5.2.2 Disolución in vitro. 
 
Los datos de disolución in vitro, fueron obtenidos siguiendo la metodología propuesta en 
el capítulo 3 del presente trabajo. 
 
Los medios de disolución se prepararon según lo establecido en la Farmacopea de los 
Estados Unidos (USP38). La cuantificación de 6MC se realizó siguiendo la metodología 
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5.2.3 Perfiles de concentración plasmática in vivo. 
 
Los perfiles de concentración plasmática de 6MC fueron construidos después de la 
administración oral de los sistemas micropartículados con una dosis correspondiente a 200 
mg/kg, en ratas Wistar, según descrito en el capítulo 4 del presente trabajo (numeral 4.2). 
 
5.2.4 Desarrollo de la correlación in vitro – in vivo. 
 
Con el fin de evaluar la posible CIVIV en un nivel A, los datos de concentración plasmática 
fueron procesados asumiendo que la farmacocinética de 6MC es de tipo 
monocompartimental. El método de Wagner-Nelson fue utilizado para calcular el 





 Ecuación 5-1 
 
Donde C(t) es la concentración plasmática al tiempo t, ke es las constante de eliminación, 
ABC0-t, el área bajo la curva de 0 a tiempo t, y ABC 0-α el área bajo la curva de cero a 
infinito. 
 
La predictibilidad interna de los modelos de CIVIV de nivel C, fue determinada calculando 
el error de predicción en valores absolutos, según la ecuación 5-2. 
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% 𝑬𝑷 = (
𝑶𝒃𝒔𝒆𝒓𝒗𝒂𝒅𝒐−𝑷𝒓𝒆𝒅𝒊𝒄𝒉𝒐
𝑶𝒃𝒔𝒆𝒓𝒗𝒂𝒅𝒐
) ∗ 𝟏𝟎𝟎 Ecuación 5-2 
 
 Resultados y Discusión 
 
Con el fin de evaluar la posible CIVIV de la liberación de 6MC desde micropartículas 
poliméricas de PCL, se desarrollaron tres sistemas micropartículados con diferente 
velocidad de disolución. Las diferentes velocidades de disolución se consiguieron gracias 
a la utilización de PCL de diferente peso molecular (PCL 45000 y PCL 70000) y a la adición 
de un agente porogénico como el cloruro de sodio (PCL 45000+NaCl).  
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Figura 5-1 Perfil de disolución in vitro de 6-metilcumaria a partir de micropartículas 
de PCL 
 
Los datos son presentados como el promedio ± desviación estándar. n=6. 
 
Los perfiles plasmáticos de 6MC desde la administración vía oral de micropartículas de 
PCL cargadas de 6MC, se muestran en la figura 5-2. 
 
Figura 5-2 Perfiles plasmáticos de 6-metilcumarina, después de la administración 
oral de micropartículas poliméricas cargadas de 6MC, en ratas Wistar 
 
Los datos son presentados como el promedio ± desviación estándar. n=5 
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Para desarrollar una CIVIV nivel A es necesario estimar la fracción de fármaco absorbido 
in vivo, mediante técnicas matemáticas como Wagner-Nelson, Loo- Riegelman y el de 
deconvolución numérica para cada formulación. El modelo Wagner – Nelson es un modelo 
dependiente utilizado para modelos monocompartimentales y no utiliza datos intravenosos. 
El modelo Loo-Riegeman aplicado para modelos cinéticos multicompartimentales y 
necesita datos plasmáticos de la administración del fármaco vía oral e intravenosa en el 
mismo sujeto. Y el método de deconvolución utiliza los datos de absorción instantánea y 
de administración oral en el mismo sujeto, este modelo no considera el número de 
compartimentos y asume la distribución y eliminación lineal (Emami, 2006; Upoor, 2001). 
 
Los datos de concentración plasmática fueron procesados utilizando el método matemático 
de Wagner – Nelson. Con el fin de obtener los datos de fracción absorbida, los resultados 
se presentan en la figura 5-3. 
 
Figura 5-3 Porcentaje de 6-metilcumarina absorbido en función del tiempo, 
calculado por el método Wagner - Nelson. 
 




























Los datos son presentados como el promedio ± desviación estándar. n=6 
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Con el fin de nombrar las formulaciones de acuerdo a su velocidad de liberación, en este 
capítulo nos referiremos a las formulaciones como de rápida, moderada y lenta liberación, 
siendo PCL 45000+NaCl, PCL 45000 y PCL 70000, respectivamente. 
 
Como lo establece la FDA, existen cuatro niveles de CIVIV, los cuales se presentaron en 
la tabla 5-1. Con el fin de proponer una posible correlación nivel A, es decir aquella que 
puede relacionar punto a punto la relación entre la disolución in vitro y la fracción de 
fármaco absorbido in vivo (Figura 5-3) se relacionó la fracción de 6MC disuelta in vitro con 
la fracción absorbida in vivo. Esta correlación se muestra en la figura 5-4. 
 
Figura 5-4 Nivel de correlación A. Fracción disuelta Vs Fracción absorbida. 
 
1: Formulación liberación lenta (PCL 70000), 2: Formulación liberación moderada (PCL 45000), 3: 
Formulación liberación rápida (PCL 45000 + NaCl). 
 
Como podemos observar en la figura 5-4, en donde se encuentran los datos de las tres 
formulaciones desarrolladas, no se observa un comportamiento lineal que correlacione los 
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datos de liberación in vitro con aquellos de absorción in vivo. Sin embargo, apreciamos 
que hay un grupo de datos, aquellos que se encuentran en el extremo derecho (2 y 3) de 
la figura 5-4, que se comportan de manera más homogénea. Según lo establece la guía 
de la FDA se recomienda establecer la correlación con tres sistemas con diferente 
velocidad de liberación, pero también es posible realizarlo con dos formulaciones, por lo 
cual se realizó la correlación por grupos de datos. Los datos de análisis de regresión se 
observan en la tabla 5-2. 
 
Tabla 5-2 Análisis de regresión lineal de diferentes asociaciones de formulaciones 
para proponer modelos de CIVIV nivel A. 
 
Formulaciones Pendiente Intercepto R2 





















Podemos apreciar en los resultados de la tabla 5-2, que no se establece un nivel de 
correlación lineal adecuado para ninguna de las combinaciones evaluadas, encontrándose 
además que cuando la combinación de comparación incluye la formulación de lenta 
liberación, el valor de coeficiente de determinación disminuye notoriamente. Por lo cual 
podríamos decir que esta formulación muestra una tendencia diferente en el 
comportamiento de los datos de liberación tanto in vitro como in vivo. 
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Para otros sistemas micropartículados poliméricos se han reportado este tipo de 
correlación, por ejemplo micropartículas administradas por vía parenteral preparadas con 
étil-celulosa cargadas con tramadol (Naeem Aamir et al., 2011), así como para 
micropartículas de PLGA cargadas de dexametasona administradas vía subcutánea 
(Zolnik y Burgess, 2008). Sin embargo, para nuestro caso de estudio no fue posible 
encontrar una correlación de tipo lineal. 
 
Si observamos el comportamiento de los datos, estos tienen una tendencia no lineal que 
puede intentar explicar el comportamiento de los datos. Por lo cual se realizó un análisis 
de tipo exponencial encontrándose mejores valores de coeficiente de determinación y que 
se resumen en la tabla 5-3. 
 
Tabla 5-3 Análisis de regresión exponencial de diferentes asociaciones de 
formulaciones para proponer modelos de CIVIV nivel A. 




Rápida, moderada 0.6589 
Rápida, lenta 0.2658 
Moderada, lenta 0.1944 
 
Los valores de coeficiente de determinación son mayores a los encontrados para el análisis 
de regresión lineal, aunque cuando se compara solamente las formulaciones de rápida y 
moderada velocidad de liberación, el coeficiente de determinación es mayor en 
comparación con el obtenido para los otros casos. Podríamos decir entonces que la 
formulación de liberación lenta es la que menor nivel de ajuste presenta a la correlación 
propuesta. 
206 Estudio de la correlación in vitro – in vivo de la liberación de 6-metilcumarina a 
partir de un sistema micropartículado 
 
 
Es importante resaltar que el alto grado de metabolización encontrado para 6MC puede 
influir sobre la obtención de una correlación nivel A. Adicionalmente como se ha descrito 
en la literatura el medio de disolución tiene una gran influencia en la obtención de la CIVIV, 
por ejemplo la utilización de medios biorrelevantes que contienen enzimas y tensioactivos 
que favorecen la disolución del fármaco (Dressman y Reppas, 2000; Fotaki y Vertzoni, 
2010), y según lo encontrado para 6MC es la solubilidad es el factor limitante durante el 
proceso absorción. 
 
Otro de los niveles de CIVIV descritos por la FDA es el nivel C, el cual relaciona un 
parámetro de disolución con un parámetro farmacocinético. Dentro de los datos 
farmacocinéticos tenemos la Cmax, el ABC0-α o ABC0-t, Tmax y de los parámetros in vitro, 
se puede emplear el porcentaje de disolución a un tiempo t (Cardot et al., 2007). 
 
Para el presente estudio, de los sistemas micropartículados desarrollados se utilizaron 
como parámetros in vitro, el área bajo la curva (ABC0-t), la fracción total disuelta y la 
fracción disuelta correspondiente al efecto “Burst” (FBIN) hallado mediante el análisis del 
ajuste al modelo de cinética de disolución descrito por Gallagher (Gallagher y Corrigan, 
2000). De los datos in vivo, se tomó el (ABC0-α o ABC0-t) y la Cmax, ya que como se 
mencionó anteriormente un hubo diferencias en el Tmax con las formulaciones 
desarrolladas. Los parámetros de las formulaciones con los cuales se realizará la 
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Tabla 5-4 Media de parámetros de liberación in vivo e in vitro de 6-metilcumarina 
desde micropartículas de lenta, moderada y rápida liberación. 
 In vivo In vitro 











0.202 ± 0.003 
0.219 ± 
0.0015 



























Los datos son presentados como el promedio ± desviación estándar. n=6 
 
Las correlaciones de diferentes parámetros in vitro versus in vivo, con el fin de establecer 
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Figura 5-5 Modelos de correlación nivel C de 6-metilcumarina desde 




Los datos del análisis de regresión lineal de los modelos de correlación nivel C establecidos 
se muestran en la tabla 5-5. 
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Tabla 5-5 Análisis de regresión lineal de la comparación de diferentes modelos de 
CIVIV nivel C. 

















































FBIN Vs ABC 
0-α (in vivo) 





ABC 0-1440 (in 
vitro)  Vs 








FBIN Vs ABC 
0-1440 (in vivo) 








ABC 0-α (in 
vivo) 





De los resultados presentados en la figura 5-6 y la tabla 5-5, se puede evidenciar que los 
coeficientes de determinación encontrados muestran un grado de ajuste moderado entre 
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0.61 y 0.77, observándose un mayor grado de ajuste en comparación con la correlación 
lineal de nivel A que se pretendió establecer inicialmente. 
 
Con el fin de evaluar la posible predictibilidad de la correlación, usando los datos del 
modelo de regresión lineal, se intentó predecir la media de la Cmax y el área bajo la curva 
ABC 0-α y ABC 0-1440 para cada formulación desarrollada. Matemáticamente, el error de 
predicción se determina estableciendo la diferencia entre el valor observado y el valor 
predicho, según la ecuación 5-2, los resultados de la predictibilidad interna de los modelos 
de correlación nivel C se muestran en la tabla 5-6. 
 
Tabla 5-6 Error de predicción de los valores de Cmax, ABC0-α y ABC0-1440, desde los 
modelos de correlación nivel C. 
  Cmax (µg/mL) 
   




Lenta 1.63 1.71 4.82 
9.57 Moderada 2.35 2.03 15.54 
Rápida 2.59 2.83 8.36 
      
  ABC0-1440 (µg/mL*min) 
   




Lenta 707.25 740.1 4.44 
9.88 Moderada 1046.42 900.2 16.24 
Rápida 1149.39 1262.5 8.96 
      
  ABC0- α (µg/mL*min) 
   




Lenta 959.46 972.1 1.30 
2.93 Moderada 1231.35 1178.8 4.46 
Rápida 1306.68 1347.4 3.02 
      
  Cmax (µg/mL) 
Capítulo 5 211 
 
 
   




Lenta 1.63 1.71 4.70 
10.15 Moderada 2.37 2.03 16.51 
Rápida 2.57 2.83 9.23 
      
  Cmax (µg/mL) 
   




Lenta 0.71 1.71 58.34 
42.86 Moderada 1.44 2.03 29.00 
Rápida 1.66 2.83 41.25 
      
  ABC0 α (µg/mL*min) 
   




Lenta 958.24 972.1 1.43 
2.53 Moderada 1224.44 1178.8 3.87 
Rápida 1316.37 1347.4 2.30 
      
  ABC0-α (µg/mL*min) 
   




Lenta 959.56 972.1 1.29 
2.76 Moderada 1228.42 1178.8 4.21 
Rápida 1310.01 1347.4 2.78 
            
  ABC0 1440 (µg/mL*min) 
   




Lenta 701.89 740.1 5.16 
9.69 Moderada 1041.89 900.2 15.74 
Rápida 1159.31 1262.5 8.17 
      
  ABC0 α (µg/mL*min) 
   




Lenta 704.35 740.1 4.83 
10.22 Moderada 1044.15 900.2 15.99 
Rápida 1138.29 1262.5 9.84 
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Los niveles de correlación tipo C, son aplicables en el proceso de desarrollo de 
formulaciones, ya que no es necesario un establecimiento punto a punto con el fin de 
observar la influencia de los componentes de la formulación o cambios en la manufactura 
del mismo (Balan et al., 2001). 
 
Teniendo en cuenta el criterio de aceptación de las guías de a FDA que indican que si el 
promedio del porcentaje absoluto del error de predicción (% PE) es del 10 % o menos, 
para Cmax y el ABC, se establece un buen nivel de predicción. Además, en ninguna 
formulación el % PE debe superar el 15 % (FDA, 1997).  
 
Los resultados de la tabla 5-6 nos muestran errores de predicción en valor absoluto desde 
2 hasta 43 %, indicándonos que existen modelos de nivel de correlación C que pueden ser 
utilizados de manera más adecuada. Es posible descartar uno de los modelos propuestos 
por su gran error de predictibilidad, este es el modelo V que correlaciona el ABC0-1440 in 
vitro versus Cmax, es decir no podemos predecir la concentración plasmática máxima 
teniendo como parámetro in vitro el ABC del perfil de disolución en el tiempo de estudio. 
 
El modelo I que correlaciona el porcentaje disuelto respectivo al efecto “Burst” calculado 
del modelo matemático de los perfiles de disolución in vitro (FBIN) versus Cmax encontrada 
en los ensayos in vivo y el modelo IV que correlaciona la fracción disuelta acumulada 
versus Cmax, presentan un error de predictibilidad cercano a 10 que cumpliría con lo 
establecido por la guía de la FDA, sin embargo una de las formulaciones presenta un error 
superior al 15 %, que no coincide con lo recomendado en la misma guía. De manera similar 
sucede cuando el parámetro in vivo es el ABC0-1440 (Modelos II, VIII y IX), estos modelos 
entonces no son los más indicados para establecer una CIVIV nivel C para los sistemas 
micropartículados de PCL cargados de 6MC desarrollados. 
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Finalmente los modelos donde menor error de predicción se presentó son aquellos donde 
el parámetro in vivo a relacionar es ABC0-α (Modelos III, VI y VII), es decir teniendo 
cualquiera de los parámetros de los perfiles de disolución podemos predecir con un error 
menor al 3 % cual será el total de 6MC absorbida cuando se administra desde 
micropartículas de PCL. 
 
Aunque existen reportes de CIVIV para sistemas micropartículados no es posible realizar 
una comparación pues el polímero utilizado en todos los casos no corresponde a PCL, 
adicionalmente como se comentó inicialmente el interés del establecimiento de CIVIV para 
sistemas micropartículados está más enfocado en otras vías de administración diferentes 
a la vía oral (Shen y Burgess, 2015). Convirtiéndose este trabajo en el primer reporte de la 
CIVIV de micropartículas de policaprolactona administradas por vía oral. En conclusión 
podemos proponer tres modelos de CIVIV nivel C, los cuales se presentan en la figura 5-
6, con su respectivo intervalo de confianza y ecuación. 
 
Figura 5-6 Modelos de correlación nivel C propuestos. 
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No fue posible obtener una correlación in vitro – in vivo nivel A para los sistemas 
micropartículados desarrollados de PCL cargados de 6MC, lo cual puede estar relacionado 
con el alto grado de metabolización de 6MC. 
 
Se estableció una correlación in vitro – in vivo nivel C, con errores de predicción menores 
al 3 %, para modelos que correlacionan el ABC 0-α (in vivo) con los diferentes parámetros 
in vitro es decir el porcentaje disuelto referente al efecto “Burst” calculado del modelo 
matemático de los perfiles de liberación in vitro (FBIN), la fracción disuelta acumulada y el 
ABC 0-1440 (in vitro) convirtiéndose en una herramienta para la predicción de la cantidad de 
6MC absorbida cuando se administra desde micropartículas de PCL. 
 
 
6 Conclusiones y recomendaciones 
6.1 Conclusiones 
 
Se determinó la solubilidad y permeabilidad de 6-metilcumarina, encontrando una baja 
solubilidad que no es dependiente del pH y una alta permeabilidad, cuyo mecanismo es la 
difusión pasiva, también independiente del pH y sin mostrar mecanismos de eflujo. Este 
resultado permitió clasificar a 6-metilcumarina como un compuesto clase II, según el 
sistema de clasificación biofarmacéutico. 
 
Se desarrolló y estandarizó las condiciones operacionales para obtener micropartículas de 
policaprolactona cargadas con 6-metilcumarina, por el método de emulsión–evaporación 
de solvente, mediante la utilización del diseño experimental tipo Plackett–Burman, 
presentando aceptable robustez o reproducibilidad, altos valores de rendimiento, eficiencia 
de encapsulación y bajo tamaño de partícula. 
 
Se desarrollaron sistemas micropartículados con diferente velocidad de liberación 
empleando policaprolactona de diferente peso molecular, 45000 y 70000 Da, así como con 
el agregado de cloruro de sodio como agente porogénico. 
 
Se desarrolló un ensayo de disolución específico, que permite diferenciar la velocidad de 
liberación de 6MC desde los sistemas micropartículados obtenidos. 
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Se encontró que el perfil de liberación obtenido para las micropartículas desarrolladas 
presentan un ajuste moderado con el modelo Higuchi y al modelo matemático descrito por 
Korsmeyer–Peppas. Adicionalmente se encontró que para el modelo matemático descrito 
por Gallagher et al., se obtuvieron coeficientes de determinación superiores a 0.99, 
indicando un alto grado de ajuste de los datos con el modelo matemático, que describe la 
liberación de 6-metilcumarina desde micropartículas basadas en policaprolactona en dos 
fases, la primera relacionada con el efecto “Burst” y la segunda dependiente de la velocidad 
de degradación del polímero. 
 
Se encontraron los parámetros farmacocinéticos y biofarmacéuticos de 6-metilcumarina 
libre después de la administración vía intraperitoneal y vía oral, a partir del estudio 
farmacocinético in vivo, en donde se observó una rápida absorción seguida de una rápida 
eliminación, con un volumen de distribución elevado indicando una amplia distribución de 
fármaco en el organismo. Adicionalmente, se identificó a la Cumarina como el metabolito 
principal. Posteriormente, se evaluó la farmacocinética del fármaco liberado desde los 
sistemas micropartículados basados en policaprolactona administrado por la vía oral. 
 
Se observó que los sistemas micropartículados basados en policaprolactona, de 45000 Da 
y de 45000 + NaCl, promovieron la absorción de una mayor cantidad de 6-metilcumarina, 
reflejado en un aumento en parámetros como el ABC0-α y la biodisponibilidad relativa 
respecto a la administración intraperitoneal.  
 
Se estableció una correlación in vitro – in vivo de nivel C, con errores de predicción 
menores al 3 %, para los modelos que correlacionan el ABC0-α (in vivo) con los diferentes 
parámetros in vitro, como el porcentaje disuelto respectivo al efecto “Burst” calculado del 




acumulada y el ABC0-1440 (in vitro) convirtiéndose en una herramienta para la predicción de 
la cantidad de 6-metilcumarina absorbida cuando se administra desde micropartículas de 
policaprolactona. 
 
Los resultados originales obtenidos en esta tesis doctoral son de importancia y alto impacto 
con aportes en las áreas de la farmacología, farmacotécnia y tecnología farmacéutica, ya 
que es el primero donde se informan y analizan datos farmacocinéticos sobre 6-
metilcumarina y de esta liberada desde sistemas micropartículados basados en 
policaprolactona. Además, se aproximó por primera vez al desarrollo sistemático para la 
correlación in vitro – in vivo de un sistema micropartículado basado en policaprolactona, 




Con el fin de profundizar más en los aspectos desarrollados en el presente trabajo se 
proponen las siguientes recomendaciones: 
 
Realizar estudios de escalonamiento para la obtención de los sistemas micropartículados 
desarrollados que permitan la obtención de mayor cantidad de micropartículas de PLC 
cargadas con 6MC manteniendo las características farmacotécnicas descritas. 
 
Con el fin de complementar la caracterización de los sistemas micropartículados obtenidos 
proponemos estudiar la estabilidad de 6-metilcumarina y la influencia de la 
microencapsulación sobe esta, tanto en condiciones de estrés como de envejecimiento 
natural. 
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Evaluar los perfiles de liberación de los sistemas micropartículados utilizando medios de 
disolución reconocidos oficialmente como biorelevantes con miras al posible desarrollo 
de una CIVIV de nivel A. 
 
Determinar la dosis efectiva 50 en animales de laboratorio para 6-metilcumarina libre y 
microencapsulada con el fin de evaluar la influencia de la microencapsulación sobre la 
misma. 
 
Determinar los parámetros farmacocinéticos de 6-metilcumarina en otra especie animal, 







Anexo 1: Validación de la metodología para la 
cuantificación de 6-metilcumarina en agua. 
 
Para la elaboración de las curvas de calibración, se partió de una solución madre de 6MC 
1mg/ml en una mezcla metanol: agua (50:50). Se realizaron las diluciones necesarias para 
obtener los cinco niveles de concentración, los cuales corresponden a 0.5, 3.0, 12.5, 25.0 




Equipo: HPCL – DAD, Agilent® 1200 Series con un auto muestreador G1329B, bomba 
cuaternaria G1311A, detector UV-VIS de arreglo de diodos G1315B y desgasificador de 
vacío G1322A. 
Columna: Phenomenex ® (Macclesfield, UK) Bondclone C-18 (150 x 3.9 mm; 5 µm). 
Fase móvil: isocrático (50:50) entre fase móvil A: Agua: Metanol: Ácido Acético (95:5:2) y 
fase móvil B: Metanol: Ácido acético (100:2) 
Volumen de inyección 20 µL 
Temperatura: 40°C 
Tiempo de corrida cromatográfica15 min 




Se determinó mediante la inyección de una solución que contenía otras moléculas 
estructuralmente relacionadas, como cumarina. 
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Tabla 1. Tiempo de retención de 6-metilcumarina y Cumarina. 
 






Se determinó mediante la inyección de una solución proveniente de un ensayo de 
disolución a 37 °C en agua de micropartículas de PCL vacías, el medio de disolución fue 
enriquecido con una concentración conocida de 6MC. Se tomaron muestras de los perfiles 
de disolución de las micropartículas a tiempos 15, 30, 60,90, 120, 240, 260, 480 y 1440 
min, cada una de ellas se realizó por triplicado. Encontrándose que en ninguno de los 
casos el tiempo de retención de la 6MC se modificó, adicionalmente no se observó ningún 
otro pico durante el tiempo de corrida cromatográfica, como se observa en la figura 1. 
 





Anexo 1. Validación de la metodología para la cuantificación de 6-






Los resultados obtenidos se evaluaron mediante una análisis de regresión lineal y un 
ANOVA, seguido de una prueba t de Student para el intercepto, la pendiente y el 
coeficiente de correlación. 
 
Figura 2. Curvas de Calibración para 6MC en agua. 
 






























106.6676 0.3128 Ho: β = 0 H1: β ≠ 0 341.0487 2.1199 
Intercepto 
(a) 
-34.5867 14.7200 Ho: α = 0 H1: α ≠ 0 -2.3496 2.1199 
Correlación 0.9999  Ho: r = 0 H1: r ≠ 0 51.0166 2.1199 
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F exp F tabulado 
Regresión 1 246546016.02 246546016.02 116314.25 
4.49 
(1,16, 0.05) 









12 340098959.91 28341579.99   
Total 17 246579930.49    
 
 Determinación de la precisión (CV %) y exactitud (ER %). 
 
La precisión y exactitud se evaluaron inter e intradía, a tres niveles de concentración 0.5, 
12.5 y 100 µg/mL.  
 






1 2 3 Promedio Desviación 
estándar 
CV % 
0.5 12.45 11.99 12.89 12.44 0.3674 2.9530 
12.5 1283.51 1284.12 1280.97 1282.87 1.3641 0.1063 
100.0 10635.70 10647.15 10642.05 10641.63 4.6837 0.0440 
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Concentración calculada µg/mL 
Concentración 
µg/mL 
1 2 3 Promedio 
Desviación 
estándar 
CV % ER % 
0.5 0.4855 0.4812 0.4896 
0.49 0.0034 0.7086 
3.0072 ± 
0.7301 
12.5 12.3846 12.3903 12.3608 
12.38 0.0128 0.1032 
0.9812 ± 
0.1042 
100.0 99.9355 100.0427 99.9949 














0.5 12.69 11.67 11.72 12.03 0.4695 3.9038 
12.5 1284.87 1290.36 1283.62 1286.28 2.9275 0.2276 
100.0 10635.70 10643.15 10633.05 10637.30 4.2757 0.0402 
 
Concentración calculada µg/mL 
Concentración 
µg/mL 
Día 1 Día 2 Día 3 Promedio Desviación %CV ER % 
0.5 0.4877 0.4782 0.4787 
0.4815 0.0044 0.9128 
5.8450 ± 
09418 
12.5 12.3973 12.4487 12.3856 
12.4105 0.0274 0.2208 
0.7213 ± 
0.2221 
100.0 99.9355 100.0052 99.9107 






224 Estudio de la correlación in vitro – in vivo de la liberación de 6-
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ethnomedicine. Marsala- Italia. 7-12 septiembre 2014. Modalidad Comunicación oral 
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“Evaluación de la biodistribución de 6-metilcumarina en ratas wistar”. Hernández A R, 
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Farmacocinética. 15-16 Noviembre 2012. Montevideo Uruguay. Modalidad Poster 
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“Influencia de algunas variables en la elaboración de micropartículas de 6-metilcumarina 
en un polímero de policaprolactona” Barrera J, Cárdenas P, Aragón M. XV Congreso de la 
Federación Farmacéutica Sudamericana. 16-18 agosto 2012. Cartagena Colombia. 
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